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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva autenticitou ¢okolad s riznym obsahem kakaové suSiny.
Teoretickd cast popisuje vyrobu cokolddovych produktii a problematiku autenticity potravin.
Experimentalni ¢ast této prace spocivala ve stanoveni obsahu celkové kakaové suSiny ve
vybranych vzorcich. Cokolady s obsahem 50-90 % kakaa byly bez piedchozi chemické
upravy strouhanim rozmélnény na jemné Castice, které byly podrobeny extrakcim. Metodou
HPLC byly detekovany methylxantiny theobromin a kofein, z jejichz obsahu byla vypoctena
tukuprosta kakaova susina. Hodnoty tukuprosté kakaové susiny byly stanoveny v rozmezi
19,7-43,1 g/100 g susiny a gravimetrickym stanovenim byl stanoven celkovy obsah tukt ve
vzorcich Vv rozmezi 30,9-55,4 g/100 g vyrobku. Hodnoty celkové kakaové suSiny byly
stanoveny v rozmezi 52,4-96,1 g/100 g vyrobku. Vysledky této prace dokazuji, ze vyrobci
vybranych vzorkt ¢okoldd spliiuji legislativni pozadavky pro hotkou ¢okoladu a stanovené
hodnoty spravné deklaruji na obalech vyrobk.

ABSTRACT

This master's thesis deals with authenticity of chocolate with different content of cocoa solids.
The theoretical part describes the production of chocolate products and the issue of food
authenticity. Experimental part of this thesis is focused on the determination of total cocoa
solids in the selected samples. Different samples of chocolate containing 50-90 % of cocoa
were grated to fine particles, that were subjected to extraction without previous chemical
treatment. The methylxanthines theobromine and caffeine were detected by HPLC to
determine the content of fat—free cocoa solids. Fat—free cocoa solids content were found in the
range 19,7-43,1 g/100 g of dry matter and the content of total fat was determined by the
gravimetric method and was found in the range 30,9-55,4 g/100 g. The results of this thesis
prove that, the producers meet the legislative requirements and the declared values are
corectly declared on the wrappers of the product.
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1. UVOD

%

Cokoladda je smés kakaové suSiny, kakaového masla a dalSich pfisad. Je vyrdbéna
Z fermentovanych a prazenych kakaovych bobl péstovanych zejména v Africe a Jizni
Americe. Kakaové boby jsou vyuzivany k vyrobé cokolady, kakaa, kosmetickych a
farmaceutickych ptipravki. Vyroba ¢okoladdovych produktt je naro¢na a predstavuje nékolik
naslednych krokt a kazdy z nich vyrazné ovliviiuje vyslednou kvalitu produktu. Cokolada
obsahuje velké mnozstvi bioaktivnich latek, zejména polyfenoly, methylxantiny, mineralni
latky a vitaminy, z nichz vétSina vykazuje antioxida¢ni ucinky a pusobi pfiznivé na
kardiovaskularni systém. Methylxantiny, znichz nejvétsi zastoupeni v Cokoladé maji
theobromin a kofein, stimuluji centralni nervovou soustavu.

Produkce kakaovych bobli ma rostouci trend piedevsim v souvislosti se zvySujici se
spotfebou vyrobkt z kakaa. Tento trend tzce souvisi i s vysokou cenou kakaa na trhu, ktera je
hlavni pfi¢inou falSovani kakaa a cokoladdy. FalSovani je celosvétovym problémem, ktery
postihuje jiz stovky let prakticky v§echny obory lidské ¢innosti v¢etné potravinarstvi.

Mezi zpusoby falSovani kakaa a cokolady patii sniZzeni obsahu tukuprosté kakaové susiny.
DalSim zptisobem falSovani je pifidavek ndhrazek kakaového masla. Tyto ekvivalenty
kakaového masla a jejich mnozstvi jsou spolu s obsahem kakaové susiny v jednotlivych
cokoladovych produktech pfesn¢ definovany a stanoveny evropskou i Ceskou legislativou.
Problémem je, ze stanovené obsahy tukuprosté kakaové suSiny a kakaového masla nejsou
vzdy dodrzovany, nebo mize dojit k falSovani nahrazenim téchto surovin jinymi
nepovolenymi latkami.

Ke kontrole kvality a prikazu falSovani potravin slouzi celd fada metod od téch
nejjednodussich, jako jsou senzorické metody zahrnujici posouzeni vzhledu, chuté, viné,
barvy nebo konzistence. Déle pak chemické a fyzikdlni metody zahrnujici stanoveni
hmotnosti, suSiny, bilkovin, vldkniny a podobné¢ az po slozité¢ instrumentalni metody
Z téchto technik jsou v piipad€ testovani autenticity cokolddovych vyrobkll pouZivany
zejména spektrometrické a chromatografické metody, jako HPLC pro stanoveni
methylxantini a infracervend spektrometrie ke stanoveni autenticity kakaového masla.
Kontrolou autenticity a detekci falSovani se zabyvaji ptislusné statni dozorové organy, jako je
Statni zemedélska a potravinaiska inspekce nebo Statni veterinarni sprava.

Vyvoj novych, rychlejsich a levnéjSich metod pro hodnoceni autenticity potravin a detekci
falSovani je trvaly boj snepoctivymi vyrobci, ktefi velmi rychle zdokonaluji postupy
falSovani tak, aby nebyly stdvajicimi metodami zjistitelné.

Tato prace se zabyva autenticitou vybranych ¢okoladovych produktd stanovenim celkové
kakaové susiny. Analyza byla provedena v souladu s platnou &eskou normou CSN 56 0578.
Metoda byla aplikovana na dvanact vybranych vzorkii tabulkovych cokolad s rtiznym
obsahem celkové kakaové suSiny.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Historie ¢okolady

oy een

Prvni zminky o péstovani kakaovniku pochazeji jiz z obdobi 1500 let pf. n. 1., kdy jej jako
prvni péstovali Olmékové na tGzemi dneSniho Mexika. Rod Olmékti postupné nahradili
Mayové, kteti se asi od 4. stoleti n. 1. jako prvni naucili vyuzivat a zusSlechtovat kakaové
boby. Nejprve vyuzivali pouze naslddlou duzninu, ale pozdéji i fermentovand a oprazena
jadra. Byli to pravé Mayové, ktefi jako prvni ptipravili z bobti hotkou tekutinu. Jak Mayové
tak 1 pozdéji ve 14. stol. n. 1. Aztékové vétili, ze kakaové boby jsou darem od boht, a proto je
meli ve velké ucté. Produktim z nich, zvlasté pak horkym napojtim, pfipisovali az mytické
ucinky. Zkvasené sladké napoje z upravenych bobl popijeli predev§im vybrani muzi a
vale¢nici. Existuje nékolik dochovanych pamatek, ze kterych je patrné, Ze kakaové boby
slouzily rovnéZ jako cenné platidlo. [1]

Do Evropy pftivezl kakao jako prvni KryStof Kolumbus. Avsak hotky napoj si tehdy na
Spanélském dvofe oblibu neziskal. Tu navodil az Cortés, kdyz upravil hotky napoj cukrem,
vanilkou a dal$imi ptisadami dle ptfedstavy Spanélského krale Karla V. a piedstavil jej u
dvora. Cortés vytusil perspektivu kakaa v Evropé, a proto zacal zakladat kakaové plantaze od
Mexika az po Haiti. Pozd¢ji, kdyz pfiplul do Afriky, objevil, Ze tamni klimatické podminky
jsou stejné dobré pro pestovani kakaovniku jako v Americe a zacal zakladat plantaZze i tam.
Zakladani plantazi, rostouci obliba ¢okolady a presun kralovského dvora z Madridu do Vidné
roku 1711 vedli k postupnému rozsifeni ¢okolady do celé Evropy.

Prudky narist vyroby ¢okolady byl pozorovan v 18. stol. a dalsi vina pfiSla S primyslovou
Van Houtentiv lis na kakao, ktery oddéloval kakaovy tuk (kakaové maslo) od zbytkt kakaové
hmoty, které jsou zdkladem pro vyrobu kakaovych praskt. Dale pak nasledovalo vylepSeni
procesu tzv. konovanim. To vynalezl roku 1880 Svycar Rodolph Lindt.

V 19. stoleti za¢aly na mnoha mistech Evropy vznikat tovarny na vyrobu cokolady a
cukrovinek. Mezi ty nejznaméjsi v tehdejsim Ceskoslovensku byly podniky Orion v Praze,
ktery vznikl roku 1896 a v roce 1898 Zora v Olomouci. Pted prvni svétovou valkou byl pro
Rakousko a Ceskoslovensko obrat z vyvozu ¢okolady velmi maly. Divodem byla vysoka
cena surovin a velka konkurence z jinych zemi. V prib¢hu prvni svétové valky byla dodavka
surovin zastavena. Po vyCerpani zbylych zasob se pteslo na vyrobu fondanovych a ovocnych
cukrovinek, avSak 1 jejich produkce byla znacné omezena, nebot’ kazdym rokem se sniZovaly
pfidély cukru. V obdobi mezi valkami doSlo k obnoveni zdsobovani kakaovych bobl a
surovin. ProtoZze poptavka byla vtomto obdobi velmi silna, vyvijely se modernéjsi
technologie a vzniklo vice nez 60 novych tovaren na vyrobu ¢okolady a cukrovinek. Béhem
druhé svétové valky pfislo Ceskoslovensko asi o dvé tietiny tovaren. Rovnéz byl znovu
omezen pfisun kakaovych bobli a dalSich surovin. JelikoZ nebylo mozné renovovat stroje,
provoz rychle zastaraval. Pfesto vSak vyroba v malém mnozstvi pokracovala az do roku 1944,
kdy byla produkce cukrovinek zastavena. Po druhé svétové valce byl znovu obnoven provoz
tovaren, avSak k potfebnému oziveni tohoto odvétvi doSlo az po roce 1953, kdy skoncil
systém piidélového zbozi, a od roku 1958 probihaly v Ceskoslovenském cukrovinkafském
pramyslu velké zmény. Jednou z nich bylo sdruzeni malych tovaren pod velké narodni
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podniky, jako byly Ceské ¢okoladovny n. p., Moravské &okoladovny n. p. a Figaro na
Slovensku. Vyrazna modernizace cokoladového primyslu probéhla v sedmdesatych a
osmdesatych letech, kdy se podafilo nakoupit nové stroje a modernizovat vyrobu. Zlepsilo se
také vybaveni skladii, laboratofi a vypocetni techniky. Ceskoslovenské Eokoladové vyrobky si
ziskaly svou oblibu jak v Sovétském svazu, tak i v zapadni Evropé a zamoii. [2] [3]

2.2 Slozeni kakaa
2.2.1 Kakaové boby

Kakaové boby jsou semena Kakaovniku pravého, fadici se do €eledi Sterculiaceae, latinskym
nazvem Theobroma cacao. Existuje nékolik druhit rodu Theobroma, avsak pro péstovani
kakaa je nejhojnéji pouzivan Theobroma cacao. Kakaovnik pochazi ze Stfedni a severni ¢asti
Jizni Ameriky, ale postupem casu bylo jeho péstovani rozsifeno do dalSich oblasti, jako je
zépadni Afrika a jihovychodni Asie. Nejvétsimi producenty kakaovych bobi jsou zemé
Ghana, Nigérie, Indonésie, Ekvador a Malajsie. Tento stalozeleny strom dorusta vysky 5-8
metri a jeho listy jsou kopinaté, 10-40 cm dlouhé a 5-20 cm Siroké. Plod je az 30 cm dlouhy
elipsoidniho tvaru s hladkym nebo bradav¢itym povrchem a mize vazit az 0,5 kg. Jeho barva
muze byt zluta, zlutooranzova, hnédocervena az ¢ervena (Obr. 2.1.). Uvnitt plodu se nachazi
duznina se 20-70 semeny kakaovych bobd. Semena jsou asi 2 cm dlouha sladké az natrpklé
chuti. Ta jsou obalena nasladlou duzninou. Dobrou produkci bobt davaji stromy péstované na
plantazich aZz od ¢tvrtého roku. Nejvétsi sklizn€ pak byvaji na jafe a na podzim. Po ocesani
jsou plody podélné roziezany a z nich jsou semena kakaovniku vyjmuty i s duzninou. Cerstvé
sklizena semena jsou slozena z 8,5 % bilkovinami, 30 % tuku, 10 % sacharida, 2,4 %
theobrominu a 0,8 % kofeinu [4]. Kakaovnik se déli na tfi hlavni skupiny.

: 2 Y
e s

T

Obrazek 2.1:Kakaové boby [5]



Criollo — tato odrida pochazi ze Stiedni Ameriky a Jizniho Mexika a produkuje semena
nejvyssi kvality. Vyznacuje se chutovou pestrosti a jeho doba fermentace je velmi kratka.
Jejich péstovani je velmi ndro¢né na podminky. Proto je také nejdraz$i v porovndni
S ostatnimi druhy bobii a pfidava se pouze do téch nejlepsich ¢okolad.

Forastero — je nejrozsitenéj$im druhem a pfedstavuje vice nez 80 % svétove produkce kakaa.
U této odridy pievlada vyrazna cokolddova hoikost doplnéna zemitymi chutovymi tony.
Trinitario — tato odruda vznikla kiizenim druhti Criollo a Forastero. Plody se vyznacuji
znacnou variabilitou tvarti, zbarveni a kvality semen. Zkfizenim téchto dvou druhli vznikla
odrida s chutovou pestrosti a bohatosti z druhu Criollo a odolnosti spolu s vét§imi vynosy
Z druhu Forastero. Odruda Trinitario dnes piedstavuje asi 10 % svétové produkce bobu. [6]

2.2.2 Kakaové maslo

Kakaové maslo patii mezi nejkvalitngjsi tuky, a to nejen po senzorické strance ale i z hlediska
jeho fyzikéalné-chemickych vlastnosti, trvanlivosti a vyuziti v riznych oblastech jako je
farmacie nebo potravinafstvi. V hotkych a zcela Cistych cokoladach je kakaové maslo
jedinym zdrojem tuku. Avsak vzhledem k tomu, ze kakaové maslo je az osmkrat drazsi nez
jiné tuky, byva velmi €asto nahrazovano jinymi rostlinnymi tuky.

Podle chemického slozeni se kakaové maslo fadi mezi triacylglyceroly (TAG), neboli
estery vysSich mastnych kyselin a glycerolu (Obr. 2.2). Z hlediska zastoupeni mastnych
kyselin m4 kakaové maslo velmi jednoduché slozeni. Nejvice zastoupenymi jsou kyselina
olejova (O), palmitova (P), stearovd (S) a v mnohem mensi mife linoleovd. Tyto kyseliny
utvari jednotlivé TAG, které jsou v kakaovém masle zastoupeny v rizném poméru (Tabulka
2.1). Slozeni kakaového masla zavisi také na druhu a ptivodu kakaovych bobt. Teplota tani se
pohybuje okolo 32-35 °C, coz do jisté miry ovliviiuje technologické zpracovani ¢okolady.
Struktura kakaového masla ve finalnich produktech zavisi na celkovém zpracovani kakaovych
bobll a procesu vyroby ¢okolady. Méslo muze krystalovat v riznych modifikacich, avsak ne
vSechny vytvaii stabilni krystaly. V ptipad¢ Spatného technologického postupu se vytvori
nestabilni krystaly, které pak mohou vést k tukovym vykvétim na Cokolad€é a zhorSeni
organoleptickych vlastnosti.

0 R’

8]

Obrazek 2.2: Triacylglycerol
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Vzhledem k dostupnosti a cen¢ kakaového masla povoluje legislativa ptidavky jeho nahrazek,
které tvoii rostlinné tuky z jinych zdroji. Tyto ndhrazky jsou oznacovany jako CBE, jejich
pridavek nesmi byt vétsi jak 5 % a nesmi byt na tkor kakaového masla. Tyto ndhrazky jsou
evropskou legislativou presn¢ definovany, nebot’ praveé tyto zvolené rostlinné tuky maji velmi
podobné chemické slozeni a fyzikalné-chemické vlastnosti. Rovnéz vSechny tyto néhrazky
jsou bohaté na stejné zastoupeni TAG jako u kakaového madsla. Jako nahrazky jsou povoleny
palmovy olej, olej z jader manga, salu, bamacky tuk a kokum gurgi. [7] [8]

Tabulka 2.1: Zastoupeni hlavnich TAG v kakaovém madsle [8]

Znacka TAG Zastoupeni v masle [%0]
POS 39,3

SOS 27,4

POP 14,1

SO0 8,9

POO 6,4

000 0,7

2.3 Zpracovani kakaovych bobi
2.3.1 Fermentace a suSeni

Fermentace je prvni proces, ve kterém dochazi k podstatnym zménam v kakaovych bobech,
které maji vliv na kvalitu suroviny. Jejim ucelem je odstranéni duzniny a zamezeni kli¢eni
bobi. Dale diky pfitomnym enzymiim dochazi k chemickym reakcim, které maji za nasledek
zmirnéni trpké chuti bobl a zménu jejich barvy na tmavée cervenou. Provadi se v koSich nebo
perforovanych bednéch ptikrytymi bandnovymi listy po dobu 5—12 dni v zavislosti na druhu
bobl. Tento proces probiha diky duzning, jejiZz slozeni je dobrym Zivnym médiem pro
pomnozeni mikroorganismi. Duznina je sloZena z vody 82—-87 %, 10-15 % sacharidt, 2—-3 %
pentosanti, 1-3 % kyseliny citronové a 1-1,5 % pektinu. Prvni faze fermentace probiha
anaerobné. Diky kyselému pH (pH 3,6) a nizké koncentraci kysliku, dochazi k narastu
kvasinek, které pfeménuji zkvasitelné cukry na ethanol a oxid uhli€ity. Z jednotlivych studii
vyplyva, Ze na pocatku fermentace prevazuji kvasinky rodu Kluyveromyces a nékteré druhy
rodu Candida. Pozdé&ji pfevazuji hlavné kvasinky Saccharomyces cerevisiae, které maji vyssi
toleranci k etanolu, nez jiné rody. Zaroven s etanolovym kvasenim probiha destrukce bun¢k
plodové duzniny a to diky pektolytickym enzymiim. Uvoliiuje se fermentacni St'ava, kterd
volné odtéka z beden a vznikajicim etanolem se zabrani kliceni. Vlivem odtoku §tavy zac¢ina
dochazet k provzdusiiovani a nastava aerobni faze. Na pocatku aerobni faze pusobi bakterie
mlééného kvaseni rodu Lactobacillus subspecies a pozdéji bakterie Lactococcus spp. Nastava
tak produkce kyseliny mlééné. VIivem postupného stoupani teploty az na 45°C se
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prevladajici kulturou stavaji bakterie octového kvaseni rodu Acetobakter, které produkuji
kyselinu citronovou. Kyselina citronova rychle pronika slupkou a tim se slupka stava kieh¢i.
Dale pak zvysSuje trvanlivost jader, zabraiuje mdaselnému kvaSeni a napomaha vzniku
aromatickych latek. Az takto fermentovand semena kakaovniku jsou oznacovana jako
kakaové boby. [9]

Fermentované boby obsahuji az 35 % vody, kterou je nutné kvili nezddoucimu ptisobeni
mikroorganismi odstranit. SuSeni probiha obyc¢ejné na slunci po dobu jednoho tydne.
Kakaové boby jsou rozprostiené na rohozich a pravidelné pievraceny, aby se zajistilo
rovnoméerné suSeni. Béhem suSeni se obsah vody snizi az na 6 %, pfiCemz boby ztrati asi
50 % své hmotnosti. Kakaové boby se mohou susit t¢Z uméle v bubnovych susickach, nebo
jinych typech susaren. Umél¢é susSeni trva asi 36 hodin za regulace teploty, ale jeho nevyhodou
je finan¢ni narocnost. Vysledkem téchto dvou procest je zména barvy kakaovych bobu
V hnédou az hnédocCervenou. Zaroven dochazi ke zjemnéni trpké a stahujici chuti,
pravdépodobné zménou slozeni tiislovin kakaovych jader.

2.3.2 Prejimka a tfidéni kakaovych bobi

Kakaové boby jsou do tovaren na zpracovani cokolady pfivazeny v pytlich riznymi
dopravnimi prostiedky a mnohdy cestuji 1 n€kolik dni. Proto je ptejimka kakaovych bobl
podstatnou soucasti celého zpracovani. Pii prejimce se kontroluje zejména kvalita fermentace
a ptitomnost plisni, nebo kakaovych moli. Kromé téchto vad mohou mit kakaova jadra jeste
dal$i vady jako zneciSténi cizimi pfimésky, zvlhnuti, nebo neptijemny pach. Je li v zésilce
zjisténa pritomnost kakaového mola, nesmi byt tato zasilka uskladnéna spole¢né s ostatnimi
zédsobami kakaovych bobli a nesmi se dale zpracovavat. Jsou 1i jadra nedostatecné
fermentovand, pak se nejCastcéji namaci do teplé vody a nasledné vysusi pfi teploté 50 °C.
Sklady pro uskladnéni bobii nesmi piesahnout 70 % relativni vlhkosti a musi byt prostorna a
snadno vétratelna.

K ¢isténi kakaovych jader od pifimési se vyuziva Cisticich a tfidicich strojl. Tyto stroje jsou
vybaveny rliznymi karta¢i a valcovymi, hranolovymi, nebo plochymi sity. Z nasypky putuji
kakaova jadra do kartaCovaciho zafizeni, kde se zbavuji prachu, hliny a dalSich necistot. Po
projiti kartaci jadra padaji do malé Sachty s naklonénymi piepazkami. Témi proudi silny
proud vzduchu odsavany ventilatorem a strhuje prach a ptfimési do prasné komory. V komote
se necistoty usadi a jsou odvedeny Snekovym dopravnikem ze stroje.

Z ptepazek putuji kakaovd jadra na sita o rliznych primérech. Na nich se jadra rozdé¢li
podle svych velikosti. Pro dobré praZeni je nutné najednou praZzit jadra piiblizné stejnych
velikosti. Dale putuji nad magnety, které strhdvaji pfipadné kovové piimési. Nakonec
nasleduje kontrolni a pfebiraci pas, kde jednotlivi pracovnici vybiraji pfimési, které nebyly
strojem oddé€leny. Velka jadra byvaji zaroven 1 kvalitnéjSi a proto byvaji zpracovany na
vyrobu lepSich druhli ¢okoldd. Z téch menSich se pak vyrdbi bézné druhy cokolad a
cokoladové polevy. [10]

2.3.3 PraZeni

Procesy zpracovani kakaovych semen (sklizen, fermentace a suSeni) jsou dilezitymi kroky

pro zajisténi vysoké kvality kakaovych bobil. Neprazené kakaové boby maji kyselou, hotkou

az trpkou chut. Prazenim jsou odstranény tékavé latky a nékteré tiisloviny, které v bobech
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tvofi neptijemny pach a chut, napt. kyselina citronova. V neprazené kakaové drti kolisa obsah
ttislovin od 3 do 4 %. PraZzenim se jejich obsah sniZzuje na 2-3 % (v suSin¢). DalSimi
dilezitymi zménami jsou snizeni vlhkosti, zména barvy a konzistence. Slupka kakaovych
jader se stava kiehkou a lépe se pak odd€luje od jadra. Taktéz kakaové jadro se stava
kiehkym. Vlhkost neprazenych kakaovych jader je v rozmezi 6-8 %, ale praZzenim se sniZuje
azna 2 %.

Pozadované vlastnosti cokolady, jsou vytvareny béhem prazeni a to z prekurzora vzniklych
béhem fermentace. Mezi skupiny latek tvorici celkové aréma cokolady patii aldehydy a
pyraziny. Tyto latky vznikaji za vysSich teplot Maillardovou reakcei a Streckerovou degradaci
aminokyselin. DalSimi latkami jsou pak ethery, tiazoly, fenoly, ketony, alkoholy a estery.

PraZzeni probiha v kontinualnich prazicich strojich. Kakaova jadra jsou pfivadéna do
nasypky a odtamtud padaji do prazici nadoby, ve které jsou umisténa dvé protilehla ramena.
Ta promichavaji zrna, aby dochazelo k rovnomérnému prazeni. Doba prazeni se pohybuje
v rozmezi 15-70 minut a teplota od 80 do 130 °C. Tyto parametry zavisi na tom, jestli jsou
prazena zrna pouzity k vyrob¢é cokolady, nebo kakaového prasku. [10]

PraZeni je mozZno provadét dvojim zplisobem. Prvnim a zarovei starSim zptisobem bylo, ze
se ususené kakaové boby prazily za danych podminek vcelku a az po uprazeni a ochlazeni
byly drceny a jadra oddéleny od kakaovych slupek. Dnes je mnohem vice vyuzivan
modernéjsi zpisob tzv. NARS z angl. piekladu Nibs, Alcalising, Roasting and Sterilising.
[11]

2.3.3.1 NARS

Tento proces prazeni byl vynalezen v Némecku spolecnosti G. W. Barth. Na poc¢atku dochazi
k pfedprazeni. Kakaové boby vstupuji do mikronizéru, kde jsou po kratky ¢as zahiivany
infraCervenym zatrenim. V mikronizéru, jsou boby zbaveny necistot a dojde k uvolnéni slupky
od jader. Béhem klasické fermentace, dochazi ke znaénym ztratdm kakaového masla, které
vlivem vysoké teploty prazeni taje a piechazi do kakaovych slupek. Ty jsou po prazeni
oddéleny. V procesu NARS dochazi vlivem nizSich teplot k ¢aste¢nému odd¢leni slupek od
jader. Kakaové maslo tak z velké ¢asti zistane v jadrech kakaovych bobt a jeho ztraty nejsou
oproti klasickému zpiisobu prazeni tak velkeé.

V dal§im kroku jsou boby promichany s roztokem uhli¢itanu draselného, ktery napoméaha
utvafet zbarveni prazenych bobil a dal§i senzorické vlastnosti. Nektefi vyrobei cokolad
preferuji nealkalizované boby, nebot jsou toho ndzoru, Ze pfidavani alkélie zhorSuje celkovy
vjem bobd. Avsak jini vyrobci jsou zcela opaéného nazoru. V procesu NARS je alkalie
pfidavana v dobé&, kdy boby vstupuji do pece. Smés je poté zahiivana, ale ne vySe nez na
100 °C a to po dobu deseti minut, béhem kterych dochéazi k absorpci alkalii a vytékani
nekterych nezadoucich latek. V této dobé& je rovnéz snizovana vlhkost v kakaovych bobech o
2-3 %. Odpaieni vody zbobl napomédha pii jejich odslupkovéani. Nésledné jsou boby
rozdrceny na tzv. nibsy, roztfizeny na sitech a oddéleny od slupek pomoci proudu vzduchu.
Rozdrcené a odslupkované kakaové boby jsou poté prevedeny do prazicich stroji, kde jsou
prazeny po urcitou dobu v rozmezi teplot 100-130 °C. Tyto podminky jsou dané jednak
druhy kakaovych bobti a danou recepturou. [11]
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2.3.4 Mleti kakaové drti

Kakaova drt’ je po uprazeni rozemleta na kakaovou hmotu. Zna¢ny vliv na jemnost mleti ma
drti, tim je drt’ kiehci, 1épe se droli pfi mleti, a dochdzi k jemnéjSimu rozmélnéni. Mleti
probiha Vv kakaovych mlynech, sloZzenych z n€kolika valci, mezi kterymi je drt’ postupné
rozemildna. Pii mleti dochazi diky tfeni k ohfevu valca i kakaové drti. Proto jsou tyto valce
uvniti duté, aby jimi mohla proudit studena voda, ktera kakaovou drt’ ochlazuje. Drt je
rozemilana, aby doslo k rozruSeni bunécné tkané a uvolnéni celkového obsahu bunék vcetné
kakaového masla. Vznikla kakaova hmota dosahuje teploty okolo 33 °C, pfii které taje
kakaové maslo a diky tomu se kakaovd hmota stava polotekutou. Polotekuta hmota stéka
Z valct do nadrze, na jejimz dn¢€ je umisténa hiidel s lopatkami, ktera promichava kakaovou
hmotu, aby nedoslo k usazovani tuh¢ faze.

Kakaova hmota je dale zpracovavana dvéma zptisoby. Prvni z nich je lisovani kakaové
hmoty, za Géelem zisku kakaového masla a kakaovych pokrutin, které se dale zpracovavaji na
kakaovy prasek. Druhym zplsobem je miseni kakaové hmoty s dal§imi pifimésemi a
naslednym zpracovanim na finalni ¢okoladové vyrobky. [10]

2.3.5 Vyroba kakaového prasku

Kakaovy praSek se vyrabi lisovanim kakaové hmoty. Kakaovd hmota obsahuje az 55 %
kakaového masla, které je tfeba oddélit. Cely proces je naprogramovan tak, aby ziskané
kakaové pokrutiny obsahovaly stanoveny obsah tuku. V tovarnach se vyrabi dva typy
kakaovych praskd. Odtuénény, obsahujici 10-12 % tuku a mén¢ odtuc¢nény s 20—22 % tuku.
Lisovani probihd na hydraulickych lisech pod tlakem 25-35 MPa. Aby doSlo k uvolnéni
masla od pokrutin, zah¥ivd se kakaova hmota na vysokou teplotu. Cim vysii je teplota
kakaové hmoty, tim dochazi k u¢innéjsimu lisovani. Rozmezi teplot je od 70 do 90 °C. Pii
vysSSich teplotdch by bylo mleti rovnéZz ucinné, ale takto vysoka teplota by jiZ zhorSovala
organoleptické vlastnosti kakaového prasku.

Kakaové pokrutiny jsou slisovany do tzv. kakaového kolace (Obr. 2.3). Ten je poté
rozemilan na kakaovy prasek a ochlazovan proudem studeného vzduchu. Mnohdy kakaovy
prasek obsahuje jesté stopy kakaového masla, které musi byt pfed balenim prasku odstranény.
Separace téchto zbytkt je provadéna v cyklonech.

Kakaovy prasek je wvelice casto obohacovan dal§imi pifisadami, pro vytvoreni
pozadovanych produktii. Nej€astéjsimi produkty jsou smési pro piipravu horké cokolady.
Tyto smési jsou sloZeny z kakaového prasku, cukru, dalSich dochucovadel a lecitinu. Lecitin
funguje jako emulzifikator, ktery vytvaii vazby mezi tukem, kakaem a vodou pfi piipravé
napoje. Aby doslo k dobrému propojeni vazeb, je lecitin do smési pfidavan jiz pti drceni
kakaového kola¢e. Tim tvoii napoj celistvéjsi a lahodnéjsi. Cisty kakaovy prasek je prevazné
pouzivan jako surovina pro vyrobu ¢okoladovych cukrovinek. [12]
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Obrazek 2.3: Kakaovy kolac [13]

2.3.6 Vyroba ¢okoladové hmoty

Cokoladova hmota vznika smisenim tekuté kakaové hmoty spolu s ostatnimi piisadami dle
patfi¢nych receptur. Velké mnozZstvi cokolddoven se nezabyva zpracovanim a vyrobou
pastovitou konzistenci. Pro mnohé vyrobce je to jednak levnéj$i a pii velkovyrobé také
jednodussi na zpracovani.

NejcastejSimi piisadami hmoty jsou lecitin, cukr, kakaové maslo piipadné jeho nahrazky,
vanilka a susené mléko. Vahové poméry jednotlivych pfimési zavisi na druhu cokolady a
konkrétni receptute. Z fyzikalniho hlediska je ¢okoladova hmota suspenzi kakaového masla,
V niz jsou dispergovany hrubé castice. Pro jemnou a zcela homogenni ¢okoladu je dilezité,
aby velikost ¢astic byla co nejmensi, v priméru 20 az 30 um. Proto po dokonalém promiseni
nasleduji kroky, vedouci ke zjemnéni Cokolady a jeji homogenizaci. Prvnim znich je
valcovani na valcovacich stolicich. Nejcastéji jsou vyuzivany pétivalcové stolice ve
vertikalnim uspofadani. Valce o délce az 2,5 m a praméru 40 cm jsou vyrobeny z nerezové
oceli. Tfenim mezi valci a hmotou dochazi k postupnému ohfevu hmoty, a proto je hmota
chlazena studenou vodou, protékajici skrz duté valce. Teplotu hmoty je tfeba udrZovat
v rozmezi 32-35 °C. Diky uzkym rozmezim mezi jednotlivymi valci a chlazeni hmoty,
dochazi k postupnému zjemnovani hmoty. Diky tomu c¢éstice zvétSuji svij mérny povrch
natolik, Ze jej mnoZstvi kakaového masla nestac¢i pokryt. Pevné castice k sobé jiz tak
neptilinaji a hmota se tak pfeméni ve velmi jemny prasek. [10] [12]

2.3.7 KonSovani

Konsovani je dalsim krokem vedoucim ke zjemnéni ¢okolady. Tento proces vynalezl roku
1878 Rudolph Lindt ze Svycarska. KonSovani vyrazné ovliviiuje strukturu a organoleptické
vlastnosti ¢okolady. Nejcastéjsim typem jsou takzvané rotacni konSe. Ty maji valcovy tvar
s dvojitymi sténami, kterymi proudi tepla voda a jemné ohfiva ¢okoladovou hmotu. Uvnitt
konse jsou vybaveny velkymi lopatkami, které po nékolik hodin cokolddu tadné
promichavaji. Cely proces probiha ve tfech fazich. Prvni je suché konSovani, kdy je sypka
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hmota dokonale promichavana a zahfivana. Hmota se tak stava tekutou a diky dobrému
provzdusnovani se zaroven snizuje vlhkost. Druhou fazi je tekuté konsSovani, ve které se
pridava cukr a kakaové maslo. V této fazi se nejvice vyviji senzorické vlastnosti cokolady.
Tteti fazi je homogenizace, ve které se stdva cokolada jednotvarnou, lesklou a ma idealni
tekutost pro dalsi zpracovani. Teplota béhem konSovani je dana konkrétnim druhem ¢okolady.
Pti vyrobé hotké Cokolady se teplota pohybuje v rozmezi od 65 do 90 °C, kdezto u mlécné
cokolady to je jen 40 az 60 °C, protoze vyssi teploty by u mlécné cokolady mohly nepiiznivé
ovlivnit strukturu a pevnost tabulkové cokolddy. Doba konSovani trva v zavislosti na
predchozim zpracovani nékolik hodin az dni. [10] [12]

Teémito postupy popsanymi v piedchozich kapitolach vyrabi ¢okolady vétSina zavodu.
Avsak v dneSni dobé se rozrustaji mensSi cokoladovny, jako je naptiklad Cokolddovna
podniky si nenechéavaji dovazet jiz uprazené a nadrcené kakaové boby nebo kakaovou hmotu,
ale pfipravuji si vSe sami. Nechaji si dovazet pouze fermentované boby, které si sami oprazi,
zbavi slupek a nadrti. Dalsi kroky zpracovani cokolddy pak jiz probihaji v jediném stroji
zvaném melanzér. Tato zafizeni byla dfive vyuZivana ve vét§in€ podniki, ale s rostouci
poptavkou se od nich odstupovalo a byly nahrazeny riznymi typy listi a michacich zafizeni,
které dokazaly pojmout vétsi mnozstvi surovin. MelanZér je slozen z otacivé misy, upevnéné
na svislém htideli a dvéma masivnimi valcovymi béhouny upevnénymi nad misou. Béhouny
se mohou najednou nejen otacet ale 1 pohybovat nahoru a dolii. Neustalym tfenim pak dochazi
k velmi jemnému rozdrceni bobli a postupné pieméné na ¢okoladovou hmotu (Obr. 2.4). Dle
daného receptu se postupné upravuje teplota smési a jsou pfidany dalsi piimeési. Asi po tfech
dnech je proces u konce a vznikd homogenni cokolddova hmota, pfipravend k dal§imu
zpracovani (Obr. 2.5). [10] [14]

Obrazek 2.4:Melanzér [15]
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Obrdzek 2.5: Melanzér— konec procesu [16]
2.3.8 Temperovani

Kvalitn¢ zpracovana cokoldda ma ve findlni podobé jemnou rozplyvavou chut, tvrdou
konzistenci, lasturovity lom a leskly povrch. Nespravna temperace a chlazeni mohou vést
k nezadoucim tukovym vykvétim a jinym senzorickym vadam. Béhem temperace dochazi
k postupnému vzniku stabilnich zarodka krystalti kakaového masla. Na zacatku je ¢okolada
ptivedena z konse do temperovaciho zafizeni a zahiana na teplotu 45-50 °C. Pii takovéto
teploté dojde k dokonalému rozpusténi vSech krystalt cokoladové hmoty vcetné kakaového
masla. V dal$im kroku dochazi k ochlazeni na teplotu okolo 26 °C, kdy vykrystaluji stabilni i
nestabilni formy kakaového maésla. Poslednim krokem temperace je opé&tovné zahiati na
teplotu 30-32 °C, ¢imz dojde k odstranéni nestabilnich forem krystali kakaového masla. Aby
dochazelo k rovnomérnému ohfivani i chlazeni ¢okolady v celém objemu, je smés po celou
dobu promichavana. Pocet vytvotenych krystalli v cokoladé musi byt pfiméfeny. Pfili§ maly
podil mé za nésledek Spatny lesk a prodluzuje dobu tuhnuti cokolady pti kone¢ném chlazeni.
Naopak piilis velky pocet krystalickych zarodkti zvySuje viskozitu hmoty a zhorSuje jeji
skladovatelnost.

Vyse popsany zplsob temperace neni zdaleka jedinym zplisobem, jak spravné temperovat
cokoladu. Opét jako u jinych procest i zde zavisi na typu a slozeni ¢okolady. Nektefi vyrobcei
napiiklad temperuji ¢okoladu az po jejim naliti do forem. [10]

2.3.9 Formovani a baleni

Po temperaci je ¢okolada naplnéna do piislusnych forem s hladkym povrchem, aby se dosahlo
hladkého povrchu a snaz§iho vyklepavéani. Tyto formy se pfed plnénim pifedehiivaji na
stejnou teplotu, jakou ma hotova ¢okolada, aby se zabranilo pfedcasné krystalizaci a tuhnuti.
Naplnéné formy pak putuji po vibracnich péasech, diky ¢emuz se cokoldda rozprostie
rovnomérné do vSech ¢asti formy a diky vibracim se vypudi vzduchové bublinky. Nejcastéji
pouzivanou formou jsou tabulky. Nejsou vyhodou jen z hlediska snadného skladovani a
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piepravy, ale také pii konecné fazi vyroby. Diky svému typickému tvaru umozni rychlé a
rovnomerné tuhnuti cokolady v celé tabulce.

Jakmile je ¢okoldda naformovana, putuje do chladicich skiini. Na spravném chlazeni zavisi
konzistence ¢okolady 1 jeji odolnost viici cukernym a tukovym vykvétim. Na pocatku se
teplota chlazeni pohybuje okolo 16 °C. Dochézi k postupnému ochlazovéni a tvorbé dalSich
krystalti. V dalsi fazi se teplota snizuje na 3-10 °C, pii které krystaluje zbytek kakaového
masla. V konecné fazi se teplota chlazeni o trochu zvysi, aby bylo mozné ¢okolddu snadno
vyklepnout z formy. Snadné vyklepavani z forem umoziuje také samotné kakaové maslo,
nebot’ pfi jeho krystalizaci zmensSuje sviij objem. Na zavér se hotova cokolada uz jen bali a
expeduje. [12]

2.4 Bioaktivni latky kakaa a ¢okolady

Bioaktivni latky jsou slouceniny pfirozené se vyskytujici v potravinach. Jsou obsazeny
V ovoci, zelening, nékterych druzich kofeni, ceredliich a kakaovych bobech. Tyto latky
dokazou diky vysokému ucinku stimulovat lidsky metabolismus natolik, aby byl lidsky
organismus schopen piedchézet riiznym nemocem, jako napiiklad rakovina, nebo jinym
nezadoucim vlivim na lidské zdravi. Existuje nejméné 14 druhli téchto latek, které
ucinky, nebo poskytuji ochranu pied kardiovaskularnimi chorobami. Mezi bioaktivni latky
patii karotenoidy, polyfenoly, glukosinolaty, monoterpeny a nékteré sulfidy.

2.4.1 Polyfenoly

Polyfenolické slouceniny se déli na skupiny zejména podle struktury na fenolové kyseliny,
flavonoidy, stilbeny a lignany a jejich podskupiny (Obr. 2.6). Tyto slouceniny jsou
produkovany rostlinami jako sekundarni metabolity slouZzici k ochrané rostlin pfed vnéj$imi
vlivy, jako je ultrafialové zafeni, k zisku Zzivin, nebo jako obrana pted napadenim cizimi
Skiidci, zejména patogennimi mikroorganismy.

Kakao je velmi bohatym zdrojem polyfenolickych sloucenin a jejich obsah se muze
pohybovat okolo 10-12 % v susin€. Nejvice zastoupenou skupinou v kakau jsou flavonoidy,
Z nichz ptevazuji zejména monomery epikatechinu, katechinu. V nefermentovanych bobech
pfevazuji katechiny a antokyany, které davaji kakau jeho charakteristickou barvu. Antokyany
jsou béhem fermentace pfeménény na chinoidni slouceniny, které¢ utvaii po prazeni hnédé
zbarveni. Dalsi skupinou latek zastoupenych v kakau jsou prokyanidiny. Tyto slouceniny
vznikaji po fermentaci kondenza¢nimi reakcemi flavanolt. [17]
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Polyfenoly

Fenolové kyseliny Flavonoidy Stilbeny Lignany
| | | |
Flavony Flavanony Flavanoly Flavonoly Anthokyanidiny
|
| |
Kyanidiny Katechiny

Obrazek 2.6: Rozdéleni polyfenolu (upraveno dle [17])

Nékteré polyfenolické slouceniny jsou zastoupeny v kakau pouze minoritné, ale podili se
zna¢nym zpusobem na utvaieni organoleptickych vlastnosti kakaa a ¢okolady. Kromé& tohoto
aspektu maji polyfenoly obsazené v kakau jesté dalsi vyuziti a to zejména ve vyzive, zdravi a
kosmetice. Je veédecky prokazano, Ze kazdodenni piijem polyfenoli podporuje ¢innost
lidského organismu a ptedchazi vzniku rtiznych onemocnéni. Velmi dilezitou vlastnosti
polyfenolt jsou jejich antioxidaéni u€inky. Diky jejich schopnosti pozastavit oxidacni reakce
Vv potravinaiskych produktech prodluzuji dobu jejich trvanlivosti. Nadmérnd produkce
volnych radikali v lidském organismu vyvolava oxidac¢ni stres, Ktery je spojen s fadou
kardiovaskularnich onemocnéni jako je hypertenze a vysoka hladina LDL cholesterolu.
Polyfenoly s antioxida¢nimi u¢inky napomahaji vychytat tyto volné radikaly a snizit hladinu
LDL cholesterolu. Flavanoly se vyskytuji jak v kakau, tak v kakaovém masle. Maji ptiznivy
vliv na cévni systém, sniZuji riziko kardiovaskularnich a neurodegenerativnich onemocnéni a
pii pravidelném piijmu poskytuje ochranu proti UV-zéfeni. Déle piisobi ptiznivé na lidskou
pokozku. ZlepSuje jeji prokrveni a také strukturu. [17] [18]

2.4.2 Methylxantiny

Methylxantiny jsou purinové alkaloidy odvozené od purinu, respektive od produktu jeho
oxidace xantinu. Jsou nejrozsitenéjSimi alkaloidy v potravinach a ve vysSich koncentracich se
nachézi v ¢aji, kavé a ¢okolad€. NejzndméjSimi jsou kofein, theobromin a theofylin. Nejvice
kofeinu lze najit pravé v kavé, naopak v ¢okoladé se vyskytuje ve velmi malém mnozstvi.
Theobromin dominuje v ¢okoladé a theofylin v €aji. Do jisté miry maji methylxantiny
stimulujici Uc¢inky, ale ve vysokych davkach mohou u nékterych jedincti zvysit srde¢ni
frekvenci a sekreci zaludecnich kyselin. Methylxantiny jsou s vyjimkou fermentaci Caji a
kakaovych bobl stabilni slouceniny. Theofylin je vyuzivan pifi nékterych respira¢nich
nemocech, jako je zanétlivé onemocnéni pradusek. [19]
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2.4.2.1 Theobromin

Theobromin, chemickym nazvem, 3,7-dimethylxanthin (Obr. 2.7), je hotky alkaloid
kakaovniku, a jeho nazev je odvozen od slova Theobroma (kakaovnik). Je to krystalicky
prasek, bilé barvy a je nerozpustny ve vodé a rozpustny v tucich. Dfive byl podavan pfti
cévnich chorobach nebo ateroskleréze. Dnes se vyuziva v mediciné jako diuretikum a

k rozsifeni cév. Theobromin zplisobuje mirnou akutni toxicitu u fady Zivocicht (Tab. 2.2).
[20]

Tabulka 2.2: Fyzikdlné-chemické viastnosti teobrominu [21]

Nazev 3,7-dimethylxanthin
CAS 86-67-0
Teplota tani 352 °C
Hustota (20 °C) 1,5 g/cm?
Rozpustnost (20 °C) 0,5 g/l
LD50 1265 mg/kg
o CH,
H !
N | M
A %
0 rI«J N
CH,
theobromin

Obrazek 2.7: Strukturni vzorec teobrominu [22]
2.4.2.2 Kofein

Kofein je nejrozsifenéjsi purinovy alkaloid s chemickym vzorcem 1,3,7-trimethylxanthin
(Obr. 2.8). Nachazi se zejména v kavovych zrnech, ¢aji a kakaovych bobech. Pfi prazeni kavy
se obsah kofeinu témét neméni. Primérny obsah kofeinu v $alku kavy je asi 80 mg a
v Gokoladovych napojich se pohybuje vrozmezi 260-440 mg-dm™. Obsah kofeinu
v ¢okoladach je vétsinou mensi nez 0,5 %. Je to krystalicky bily prasek s dobrou rozpustnosti
ve vodé (Tab. 2.3). Kofein je casto doprovazen ostatnimi methylxantiny, diky ¢emuz se
Z kavy vstrebava rychleji, nezli z ¢aje. Zato jeho ucCinek trva krat$i dobu oproti u€inku v ¢aji.
Rovnéz jako teobromin i kofein stimuluje centralni nervovy systém a odvodnuje organismus.
[20] [22]
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Tabulka 2.3: Fyzikdlné--chemické viastnosti kofeinu [23]

Nazev 1,3,7-trimethylxanthin
CAS 58-08-2
Teplota tani 235-239 °C
Hustota (20 °C) 1,23 g/cm®
Rozpustnost (20 °C) 20 g/l
LD50 261 mg/kg

H4C ~N N

Ay
oY
CH;
kofein

Obrazek 2.8: Strukturni vzorec kofeinu [22]
2.5 Autenticita potravin

Pod pojmem autenticita potravin se rozumi pravost, hodnovérnost nebo pivodnost.
Jednotlivé ufady pro kontrolu potravin svadi neustdly boj s nepoctivymi vyrobci, ktefi
dokazou brzy po zavedeni vyrobnich postupt pfijit na takovy zptisob falSovani, ktery neni
stavajicimi metodami zjistitelny. Je to boj ve zdokonalovani a vyvijeni novych metod pro
hodnoceni autenticity s novymi nebo stalymi zplsoby falSovani. Potravinarsky primysl neni
jediné odvétvi, které se v dnesni dobé setkava stémito problémy. K falsifikaci dochazi
i u dalsich produktt lidské ¢innosti, a to zejména Sperky, umélecka dila, listiny nebo penize.

S falSovanim potravin se lidstvo setkava od doby, kdy zacaly byt vyrabény za ucelem
prodeje. S postupy falSovani se zacinaly postupné vyvijet i metody pro jejich detekci. Za
zakladatele postupli detekce nekvalitnich potravin je povaZzovan némecky chemik Fridrich
Accum. V roce 1820 publikoval pojednani o falSovani potravin a kulinafskych otravach. Jeho
dilo se rozsifilo po celé Evropé a o nékolik let pozdéji na néj navazal britsky 1ékai a chemik
Arthur Hill Hassal, ktery se proslavil v oblasti bezpe¢nosti potravin a vefejného zdravi. [24]

2.5.1 Legislativa

Potravinova legislativa oznacCuje Siroké spektrum pravnich ptfedpisi pojednavajicich o
potravinach ze vSech moznych hledisek. Patfi sem ptedpisy regulujici kvalitu potravin,
ochranu zdravi lidi, do niz patii veSkeré hygienické ptedpisy nebo prostfedky na ochranu
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rostlin. Dale zde spadaji pfedpisy na ochranu zivotniho prostfedi a hospodaiské a finan¢ni
zalezitosti. [25]

Legislativni pozadavky a obecné faktory ovliviiujici autenticitu potravin stanovuje zakon o
potravinach a tabakovych vyrobcich ¢. 110/1997 Sb., dale jen zakon o potravinach a evropsky
predpis potravinového prava — nafizeni ¢. 178/2002 ES. U¢elem zékonu o potravinach je
stanovit povinnosti podnikateld pii vyrob¢ potravin a tabdkovych vyrobka, jejich uvadéni do
ob¢hu a upravit statni dozor nad dodrZzovanim povinnosti vyplyvajicich z tohoto zakona.
Ackoli tyto dokumenty nedefinuji pojem ,,falSovani““ nebo ,,falSovana potravina®, zakazuji
uvadét do obéhu potraviny klamaveé oznacené nebo uvadéjici spotiebitele v omyl. Pozadavky
na sloZeni potravin jsou definovany ve vyhlaskach nalezicich k zékonu o potravinach.

Specifickym piipadem klamani spotiebitele je nedodrzovani pozadavkil tykajicich se
oznaCovani zduraznénych slozek, které jsou oznaCovany jako QUID pravidla. Tyto
pozadavky zahrnuje smérnice Evropského parlamentu a Rady 2000/13/ES, ktera je v Ceské
legislativé implementovéna prostiednictvim vyhlaSky ¢. 113/2005 Sb. Tato vyhlaska
stanovuje, Ze mnozstvi slozky v objemovych nebo hmotnostnich procentech (popt. v g/100 g
nebo v m1/100 ml potraviny) musi byt uvedeno na obalu v blizkosti nazvu nebo u ptislusné
slozky. [26] [27]

25.1.1 Legislativa kakaovych a ¢okoladovych cukrovinek

V ramci Evropské unie plati pro kakao, cokolddy a cokolddové cukrovinky smérnice
Evropského parlamentu a Rady 2000/36/ES o kakaovych a ¢okoladovych vyrobcich uréenych
k lidské spotiebé. V Ceské republice tuto legislativu predstavuje vyhlagka ministerstva
zemédé@lstvi €. 76/2003 Sb, kterou se stanovi pozadavky pro piirodni sladidla, med,
cukrovinky, kakaovy praSek a smési kakaa s cukrem, ¢okoladu a cokolddové bonbony. Oba
tyto predpisy definuji veskeré Clenéni a rovnéz se zabyvaji oznaCovanim na obalech a
pozadavky na jakost (Tab. 2.4). Tato vyhlaska definuje Cokoladu, kakaovy prasek a smési
kakaa s cukrem. [28]

o ,Cokoldda (hoiké cokoldda) — potravina vyrobend z kakaovych soucdsti, prirodnich
sladidel, sladidel nebo jejich kombinaci (dale jen "sladidel"), pridatnych latek nebo latek
urcenych k aromatizaci, popripadé z dalsich slozek.

o Milécna cokolada — potravina vyrobena z kakaovych soucasti, sladidel, mléka nebo
mlécnych vyrobkii, popripade z dalsich slozek.

e Bila cokolada — potravina vyrobend z kakaového mdsla, mléka nebo mlécnych vyrobkii,
sladidel, popripadé z dalsich slozek.

o Family mlécna Cokolada — potravina vyrobena z nizsiho podilu kakaovych soucasti,
sladidel a vyssiho podilu mléka nebo mlécnych vyrobkii, a kterda vyhovuje stanovenym
pozadavkiim.

o Kakaovymi boby — fermentovand a susend semena kakaovniku (Theobroma cacao L.).

o Kakaovym tukem — tuk ziskany z kakaovych bobu nebo jejich casti nevyhovujici
pozadavkiim stanovenym pro kakaové maslo.

o Kakaovym mdaslem — tuk ziskany z kakaovych bobii nebo jejich casti odpovidajici
pozadavkiim,
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o Kakaovym praskem (kakaem) — potravina ziskana z prazenych kakaovych bobu zbavenych
slupek, upravenych do formy prasku, obsahujici nejméné 20 % kakaového masla v susiné a
nejvyse 9 % vody,

o Smési kakaa s cukrem — potravina ziskand mechanickym smisenim nebo instantizaci
kakaa s cukrem v urcitéem pomeéru,

o Cokoladou v prdsku — potravina vyrobend ze smési kakaa a cukrii obsahujici nejméné
32 % kakaa,

o Cokolidou k piipravé ndpoje, slazenym kakaem, slazenym kakaovym praSkem —
potraviny vyrobené ze smési kakaa a cukrit obsahujici nejménée 25 % kakaa . [28]

Tabulka 2.4: Minimalni hodnoty poZadavkii na jakost cokolad (% hm. vztaZenych na susinu) [28]

Obsah tul?ubsf:sté cce)lbks(?vhé Obsah Obsah Obsah
Druh kakaového kak[:lové Kakaové mlééného celkového mls,.cne
masla e v tuku tuku *) susiny
susiny susiny
Horka 18 14 35 - - -
¢okolada
Miééna - 25 25 3,5 25 14
c¢okolada
Bila 20 i} _ 35 ) 14
¢okolada
Family
mlééna - 2,5 20 5 25 20
c¢okolada

*) Obsah celkoveho tuku — soucet obsahu kakaoveho masla a mlécného tuku
2.5.2 Zpisoby falSovani

FalSovani potravin je motivovano zejména ekonomikou. Mnohé ptipady falSovani vychéazeji
ze zmén legislativy, rlstu cen a obtiZzné dostupnosti surovin. Proto jsou nejcastéji falSovanymi
komoditami drahé potraviny jako napt. lihoviny, med a kofeni. Dalsi skupinou jsou potraviny,
které jsou produkovany ve velkych objemech, kdy se vyrobci snazi dosdhnout co nejvétsiho
zisku za nejmensSi moZné naklady. Jedna se zejména o oleje a tuky, maso, mlécné vyrobky a
ovocné Stavy a pomazanky. Zpasobu jak falzifikovat potraviny je mnoho. Muze se jednat o
zaménu potraviny levnéjsi surovinou, nastavovani potravin levng&j$imi slozkami, nespravné
deklarované tdaje o vyrobku nebo pouziti jiné nez deklarované technologie. Napiiklad
Vv ptipad¢ oleji se mize jednat o lisovani za studena oproti rafinaci. Dal§imi zpisoby jsou
nespravné uvadeéni obsahl slozek, nastavovani potravin ke zlepSeni jejich organoleptickych
vlastnosti a mnoho dalsich (Tab. 2.5).

Ve vétsiné piipadi falSovani se jednd zeyjména o Sizeni zdkaznika, kdy spotiebitel
nedostane za své penize produkt pozadované kvality a vlastnosti, avSak pifimo nijak
neohrozuje zdravi zdkaznika. BohuZzel i tyto ptipady, kdy doslo k vaZznému poSkozeni zdravi u
lidi, byly v minulych letech objeveny a prokazany. Jednalo se naptiklad o pfitomnost
rozemletych cihel v paprice, nebo snizeni obsahu mléka v mléénych kojeneckych vyzivach.
DalSimi vaznymi piipady byla kauza s rakouskym vinem, kdy byl ve ving zjistén ptidavek
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toxického diethylenglykolu a také velmi znaima methanolova kauza z roku 2012, pii niz byl
jasn¢ prokazan znacny piidavek methanolu do lihovin. Tento piipad si vyzadal n€kolik osob
s dozivotnimi zdravotnimi nasledky a bohuzel i n€kolik zesnulych. [24] [26]

Tabulka 2.5: Hlavni zpiisoby falSovdni potravin [24]

Kategorie Piiklady

Zameéna potraviny za jinou levnéjsi Vydévani jinych rostlinnych oleji za olivovy

SniZzeni obsahu kakaového masla v ¢okoladé

Nastavovani potraviny levnéjsi slozkou pitdavkem jingch oleji

Redéni mléka vodou

Nedeklarované pouziti vnitinosti v masnych

Pfitomnost nedeklarovanych slozek , .
vyrobcich

FalSovani potravin ke zlepSeni jejich vlastnosti Nedovolena aromatizace vin

Nedodrzeni  deklarovaného  technologického

Deklarovani rozpékaného peciva jako Cerstvého
postupu

Uvadéni nepravdivého obsahu slozky Etikety neodpovidaji skute¢nému slozeni

2.5.2.1 FalSovani kakaa a ¢okolady

Kakaové boby nejsou péstovany jen pro vyrobu kakaa a ¢okolady, ale také pro kosmetické a
farmaceutické ucely. Jednou z hlavnich pfi¢in falSovani kakaa je jeho vysoka cena, coz
zpusobuje zvySovani cen u vyrobkl, pro néz je kakao hlavni surovinou. Jednim ze zpisobi
falSovani cokolddovych vyrobki je snizovani tukuprosté kakaové suSiny (TKS). Kakaova
su$ina je obsah kakaovych ¢asti bez veskerého tuku a vlhkosti. Mnozstvi TKS je odvozeno od
celkového mnozstvi methylxantind, theobrominu a kofeinu, v pouzitych surovinach. Obsahy
téchto latek v kakaovych bobech jsou ovlivnény riznymi faktory. Jednim z nich je pivod
kakaovniku. Je znamo, ze kakaové boby zJizni Ameriky obsahuji vice kofeinu a méné
theobrominu neZ kakaové boby péstované v Africe. Dal§im rozdilem je zralost bobt, nebot
v kazdém plodu je jind koncentrace uvnitf semen a v obalovych ¢astech.

Dal$im zplsobem falSovani v pifipadé cokolad je pridavek ndhrazek kakaového masla.
(CBE). Ty jsou sice legislativné povoleny, ale jsou piesné definovany a povoleny piidavek
téchto ndhrazek ¢ini maximalné 5 %. Zarovenn vSak nesmi byt snizeny podily kakaového
masla v ¢okoladé a celkové kakaové suSiny. O falSovani se jedna tehdy, je-1i ptidavek téchto
nahrazek vétsi nez 5%, pii nedeklarovani CBE na obalech vyrobkd, nebo pfi vyuziti jinych
rostlinnych tukd, neZ je v legislativé uvedeno.

Nejen cokolady ale také kakao byva predmétem falSovani a to zejména piidavkem
nezadoucich slozek jako cukr, skofapky liskovych otfechli, Skrob a v neposledni fadé
nahrazovani kakaové suSiny slupkami kakaovych bobl. Ty mohou byt pfidany jednak cilené,
avSak jejich pfitomnost muze znacit také Spatny technologicky postup pii zpracovani
kakaovych bob. [26]
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Detekce falSovani kakaovych a ¢okoladovych vyrobki neni vitbec snadna. Vyzaduje znalosti
o surovinach, slozeni a zpracovani vyrobku. Pro posouzeni kakaa a Cokolad byla vyvinuta
fada postupt a metod. Uplatnéni zde nachazi predevsim moderni instrumentélni techniky jako
plynova a kapalinova chromatografie a infraéervena spektroskopie. Detekce TKS se nejcastéji
provadi pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie stanovenim obsahu teobrominu a
kofeinu. Pro stanoveni celkové kakaové suSiny je nutné znat nejen mnozstvi TKS, ale také
mnozstvi kakaového masla v daném vyrobku. Kakaové maslo se stanovuje pomérné obtizn¢,
avSak u vyrobkl obsahujicich jako jediny vyznamny zdroj tuku kakao, 1ze namisto obsahu
kakaového masla pouzit pro vypocet celkové kakaové suSiny celkovy obsah tuku. Toto
stanoveni je provadéno extrakéni metodou. Stanoveni TKS nebo celkové kakaové suSiny je
v ¢eské legislativé popsano v eské technické normé (CSN 56 0578). V této normé je popsano
celkové provedeni a vyhodnoceni celé analyzy. [29]

2.5.3 Dozorové organy pro kontrolu autenticity potravin

Aby bylo mozné piedchazet proniknuti nekvalitnich potravin do ob&éhu nebo co nejdiive
odhalit jakymkoli zpisobem falSované potraviny, je tieba provadét kontroly potravin od jejich
vyroby az po prodej spotiebiteli. Tyto Ufedni kontroly jsou provadény pfisluSnymi organy
spadajici pod Ministerstvo zeméd¢lstvi a Ministerstvo zdravotnictvi. Cilem téchto organt je
overfeni, zda jsou dodrZzovana pravidla, jejichz cilem je predchézeni rizik, kterd by mohla
jakkoli ohrozit ¢lovéka nebo zvifata a zaru€it poctivé jednani v obchodu s potravinami a
chranit zajmy spotiebitell. Mezi tyto organy patii Statni veterindrni sprava (SVS), Statni
zemdd8lska a potravinaiska inspekce (SZPI), Usttedni kontrolni a zkugebni Gstav zemd&dglsky
(UKZUZ), Ustav pro statni kontrolu veterinarnich biopreparatt a 1é¢iv (USKVBL) a krajské
hygienické stanice (KHS). [30]

Statni zemédélska potravinaiskd inspekce kontroluje v rdmci svych pravomoci potraviny,
zemédélské vyroby a tabakové vyrobky. Prevazné vychazi ze zakona ¢. 110/1997 Sh., o
potravinach a tabakovych vyrobcich, nebo zakona 146/2002 Sb., o SZPI. Kontroly SZPI se
zamétuji na komodity nebo mista, kde je predpoklad nejvétSich nedostatkil, nebo kde lze
o¢ekavat nejvetsi efekt kontroly. Cilem kontroly je ochrana konzumentl pfed nebezpecnymi
potravinami, nespravné¢ oznaCenymi nebo nezndmého pivodu. Pfi kontrolach odebiraji
inspektoii SZPl vzorky z jednotlivych Sarzi vyrobkd. Nasledné jsou pak provedeny
mikrobiologické zkousky, testy na obsah cizorodych latek, senzorické a analytické rozbory.

Statni veterinarni sprava provadi dozor pii zpracovani, piepravé, vyvozu nebo dovozu
surovin a potravin zivoc¢isného ptivodu. Provadi jejich kontroly zejména pii prodeji na
trziStich, v prodejnach potravin a pii dovozu potravin z jinych stath Evropské unie. SVS se
fidi zdkonem €. 166/199 Sb., ktery popisuje ¢innost Ufadu SVS. Statni veterinarni zprava
ziskavd a vyhodnocuje poznatky o podezieni z vyskytu a vyskytu ndkaz a nemoci, ktera
mohou byt pfenosnd ze zvifat na ¢lovéka a pfijima patficna opatieni ke zdolani téchto ndkaz a
nemoci. [31] [32]

2.5.4 Metody pro kontrolu autenticity potravin

Kontroly autenticity potravin jsou provadény riznymi metodami. Jejich vybér zavisi na
dostupnosti analyzy, ¢asové a financni ndro€nosti a také na konkrétni potraviné a jejich
vlastnostech. V dnesni dob¢ je rychly vyvoj metod pro autenticitu a falSovani velice dulezity,
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nebot’ s navySujicim se mnozstvim potravinarskych produkt a ristu konkurence na trhu se
rozviji 1 zplusoby falSovani potravin. K detekci falSovani se vyuzivaji zejména
spektrometrické, chromatografické (HPLC), imunochemické, elektrochemické metody,
metody zaloZené na analyze DNA, elektrochemické (PCR) a izotopova analyza. [24]

Krom¢ bezpecnosti a nezdvadnosti potravin se sleduje také jejich senzoricka hodnota.

Senzorickou analyzu provadi panel vyskolenych senzorickych hodnotitelii, ktefi nezavisle na
sob¢ posuzuji vzhled, aroma, chut’ a texturu daného produktu. [33]
Analyza stabilnich izotopii je metoda umoziujici identifikaci vzorku na zaklade
geografického piivodu danych surovin pomoci analyzy poméri izotopii jednotlivych prvki
(H, O, N a C). Pomér izotopu uhliku je zavisly na metabolickém procesu rostlin a jejich
zpusobu vyuzivani vzdusného oxidu uhli¢it¢ho. Dalsi z pouzivanych metod je analyza
restrikénich fragmentt, ktera je provedena pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR).
Vysledkem je namnoZzeni urcitého useku DNA, jehoz fragmenty jsou nasledné separovany
gelovou elektroforézou a porovnavaji se k velikostnim standardiim o znamém slozeni. [34]

2.5.4.1 Spektrometrické metody

Spektrometrické metody poskytuji rychlou analyzu, nevyzaduji narocnou Upravu vzorku,
vysoké ndklady a vramci jediné analyzy dokézou poskytnout mnoho informaci o dané
potraving. Jsou to rychlé metody nedestruktivniho i destruktivniho typu a Setrné k zivotnimu
prostfedi. Mezi spektrometrické metody pouzivané pro kontrolu autenticity potravin se fadi
UV-Vis spektrofotometrie, fluorescenéni spektrometrie, infraervena spektrometrie (IR),
nuklearni magnetickd rezonance (NMR) a hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem (ICP-MS). [35]

Infracervena spektrometrie poskytuje spektra v rozsahu vinovych délek od 700 nm do
1 mm. Tato technika nachazi uplatnéni zejména pii analyze mlécnych a obilnych vyrobk,
dale pak masnych vyrobku a olivovych olejli, dokéze urcit zralost ovoce a zeleniny a také je
vyuzivana ke kontrole autenticity ¢okoladovych vyrobki.

Nukledrni magnetickd rezonance je analytickd metoda, ktera na zaklad€ interakci
atomovych jader s magnetickym polem poskytuje informace o struktufe a slozeni dané latky.
Tato metoda se kromé& potravinafstvi vyuziva také v mediciné, chemii, biologii a fyzice.

Hmotnostni spektrometrie (MS) je metoda zaloZzend na interakci iontd s elektrickym a
magnetickym polem. Hmotnostni spektrometrii 1ze identifikovat jednotlivé struktury
Vv zavislosti na typu ionizace. Jako iontovy zdroj je velmi €asto vyuZzivano indukéné vazané
plazma (ICP). Rozvoj hmotnostni spektrometrie izotopovych poméri (IR-MS) a mistné
specifické frakcionace piirozenych izotopt (SNIF-NMR) umoznily autentizaci vin, odhaleni
jejich tfedéni vodou, autentizaci medu, rozliSeni kvasného a syntetického lihu a rozliSeni
kvasného a syntetického octa. [36] [37]

2.6 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Chromatografie patii mezi separacni metody, které jsou zaloZeny na rozdilné distribuci
separovanych latek ve smési mezi dvé nemisitelné faze, staciondrni a mobilni. V kapalinové
chromatografii, je mobilni fazi kapalina a stacionarni fazi je tuha latka. Jednim z nejcast&jSich
usporadani kapalinové chromatografie je vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC).
Pfi tomto uspotfadani je mobilni faze pifivadéna do systému pomoci Cerpadla za vysokého
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tlaku. Mobilni faze protéka spolu s analytem skrz kolonu s ukotvenou stacionarni fazi a
distribuci mezi fazemi umoziiuje fazové rozhrani. Pfi analyze dochazi k opakovanému
ustalovani rovnovahy separovanych latek mezi fazemi. Distribuci slozek mezi fazemi
popisuje distribu¢ni konstanta, coz je podil koncentraci slozek ve staciondrni a mobilni fazi.
Cim je hodnota distribuéni konstanty vy$i, tim déle pak analyty setrvavaji ve stacionarni fazi
a prodluzuje se jejich retence. Separace a eluce analytl je ovlivnéna povahou obou fazi. Pii
izokratické eluci mé mobilni faze stejné slozeni po celou dobu analyzy. U gradientové eluce
je slozeni mobilni faze programoveé ménéno ve prospéch silnéjsi elucni slozky. Gradientova
eluce nachazi uplatnéni, maji-li slozky ve smési vyrazné¢ odlisné fyzikalné-chemické
vlastnosti. Separované zoény analytti vychdzejici z kolony jsou zaznamenany pii prachodu
detektorem a signal je pieveden do vysledného zdznamu zvany chromatogram. [38]

2.6.1 Chromatografické systémy

Pfi analyze pomoci HPLC méame na vybér ze dvou chromatografickych systému. Prvnim
Z nich je separace na normalnich fazich (NP-HPLC) a druhym z nich je systém na reverznich
fazich (RP-HPLC). V systému NP-HPLC ma stacionarni faze polarni charakter. Nejcastéji se
jedna o silikagel s navdzanymi polarnimi skupinami. Mobilni faze je nepolarni, nebo musi mit
oproti staciondrni f4zi mnohem niz§i polaritu. Jako mobilni faze se v tomto piipad€ pouzivaji
rozpoustédla hexan, dichlormethan nebo tetrahydrofuran. V RP-HPLC systému se jako
mobilni faze pouzivaji dlouhé alkylové fetézce (C18-C30), C18 oktadecylsilikagel je
nejcastejs$i. Mobilnimi fazemi jsou polarni rozpoustédla, jako acetonitril a methanol, kterd se
Vv urcitych pomérech misi s vodou. [39]

2.6.2 Instrumentace v HPLC

Pii gradientové eluci je mobilni faze ptivadéna pies odplyilova¢ do sméSovace, kde je
smichana svodou V pfedem nastavenych koncentracich. Mobilni faze musi byt fadné
odplynéna, aby pfi zméné tlaku nedochédzelo k uvolnéni bublinek rozpusténych plynda.
Odplynénim se eliminuji 1 nékteré dalsi problémy jako naptiklad neopakovatelnost reten¢nich
Casl, nebo nestabilita provozu ¢erpadel. Dale je mobilni faze vedena ptes davkovac¢ vzorku a
spolu s analytem prochazi skrz kolonu a nakonec do detektoru (Obr. 2.9). [38]

Zasobniky Davkovac
mobilni faze ke

Odplynova¢ ——[ | ]
Smésovat —f [ | Kiokis

Vysokotlaké 4@@7

Cerpadlo

Vyhodnocovaci
zafizeni

Detektor

Obrazek 2.9: Schéma instrumentace HPLC [38]
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2.6.3 Cerpadla

V HPLC se pouzivaji rtizna vysokotlakd cerpadla, na ktera jsou kladeny vysoké pozadavky.
Pro jejich konstrukci se vyuzivaji antikorozni materidly jako titan, nerezova ocel nebo
keramika. Dulezitymi pozadavky jsou Siroka rozmezi vystupnich tlakt (1-100 MPa), maly
vnitini objem Cerpadel, aby byla umoznéna rychla vyména mobilni faze a zména stabilniho
prutoku mobilni faze (0,1-10 ml/min)

Cerpadla pracuji na principu vytlatovani mobilni faze ze zisobniku pistem nebo
membranou a mohou se dé€lit do dvou skupin. Prvni skupinou jsou Cerpadla pracujici pii
konstantnim tlaku. Ty vyuzivaji k pohybu pistu Cerpadla tlak plynu nebo hydraulické
kapaliny. Druhou skupinou jsou Cerpadla s konstantnim objemovym priitokem. Ta vyuzivaji
k pohybu pistu mechanicky pohon.

2.6.4 Davkovani vzorku

Pro davkovani vzorku se v kapalinové chromatografii pouzivaji manudlni smyckové
davkovace nebo automatické davkovace tzv. auosamplery. Vzorky pro analyzu jsou umistény
v mikronadobkach (vialky). Ty jsou zhotoveny z ¢irého nebo tmavého skla a jsou uzavieny
perforovanou zatkou z polypropylenu nebo pryzovym septem. Na davkovani je do urcité miry
zavisld 1 ucinnost chromatografického procesu. V disledku nespravného davkovani muze
dochazet k rozmyvani zoén pikti vlivem mimokolonového ptispévku davkovaciho zafizeni.
Objemy davkovacich smy¢ek se pohybuji v rozmezi 0,2 az 2000 pl. Schéma davkovaciho
ventilu je zobrazeno na obrazku 2.10. Situace A) zobrazuje nastiik vzorku do smycky pii
zavieném ventilu a situace B) ukazuje otevieny ventil a vzorek proudici do kolony za pomoci
cerpadla.

U autosamplerii existuji tfi druhy konstrukéniho spojeni injekéni stiikacky a davkovace.
Zasobnik vzorki je fixni a pohybuje se raménko injekeni stiikacky, injekeni stiikacka je fixni
a pohybuje se pouze zdsobnik, nebo zasobnik i injekéni stiikacka jsou fixni. V tetim piipadé
je vialka dopravena pod injek¢ni stiikacku roboticky. [38]

A) Plnéni B) Davkovani vzorku
cerpadlo gerpadlo
u
kolona kolona ¢
K
odpad +
vzorek

Obrazek 2.10: Schéma davkovadavkovaciho zarizeni (upraveno dle [38])
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2.6.5 Chromatografické kolony

Jednim z né€kolika kroki potfebnych pro uspéSnou analyzu latek je spravny vybér
chromatografické kolony. V dne$ni dob¢ existuje velké mnozstvi kolon s riznymi naplnémi, a
proto je tieba pfi jejich vybéru k analyze znat vlastnosti separovanych latek. Je to jedna
Z hlavnich komponent v celém chromatografickém systému. Pro analyzy se pouzivaji kolony
Z nerezové oceli s vnitinim primérem 2,1 az 5 mm, délce 1 az 30 cm. Stacionarni faze
obsahuje c¢astice o velikosti 1 az 10 um. Chromatografické kolony musi odolavat vysokym
tlakiim a chemickému piisobeni mobilni faze.

2.6.6 Detektory

Detekce u HPLC je zaloZena na vyhodnoceni specifickych fyzikalné-chemickych vlastnosti
analytu. Tyto vlastnosti jsou detektorem pievedeny na elektricky signal, ktery je zobrazen
v chromatogramu. Detektory musi vykazovat vysokou citlivost. Ta zavisi na mnoha
faktorech, jako jsou vlastnosti analytu a mobilni faze a matrice vzorku. V HPLC vyjadiuji
citlivost metody limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ). V dnes$ni dobé existuje cela
fada detektorti, které se deli podle n€kolika kritérii. Jednim z nich je specifita, kterd déli
detektory podle toho, jestli jsou univerzalni pro vSechny latky, nebo specifické pro konkrétni
skupinu latek. Dal§im kritériem je chemickd zména analytu. Podle toho rozliSujeme detektory
nedestruktivni (spektrofotometrické) a destruktivni (hmotnostni spektrometr). Mezi dalsi
znamé detekcni systémy patii fluorescencni, elektrochemické, refraktometrické detektory a
ELSD (Evaporative Light Scattering Detector). [39]

2.6.6.1 Spektrofotometrické detektory

Spektrofotometrické detektory jsou zaloZeny na principu absorpce zafeni v rozmezi vlnovych
délek od 190 do 800 nm. Kvantitativni vyhodnoceni je zaloZzeno na Lambert-Beerové zakoné,
popsanym v rovnici (2.1),

A=¢-l-c (2.1)

kde A vyjadiuje absorbanci, € molarni absorpéni koeficient, 1 tloustku absorbujici vrstvy a ¢
koncentraci. Podle konstrukéniho uspofadani mohou byt spektrofotometrické detektory
rozdéleny na Ctyfi typy. Detektory s fixni vinovou délkou (A= 253,7 nm), kde je jako zdroj
zafeni pouzita rtutovd vybojka. Detektory s ménitelnou vlnovou délkou, detektory
S programovatelnou délkou nastavitelnou v ur¢ité oblasti a detektory s diodovym polem
(DAD), které snimaji celé spektrum bez pieruseni analyzy (Obr. 2.11).

Zdrojem zafeni u DAD je wolframova a deuteriova lampa, které emituji polychromaticky
paprsek prochdzejici pruto¢nou celou detektoru. Poté je paprsek spektralné rozlozen
holografickou mftizkou tak, ze na kazdou z fotodiod dopada zéativy tok o urcité¢ vinové délce
zeslabeny absorpci v cele detektoru. [39]
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Obrdazek 2.11: Schéma DAD detektoru [40]
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Laboratorni vybaveni
3.1.1 Pomiicky a pristroje

e Laboratorni sklo

e Struhadlo

e Topna deska ETA 2107

e Ultrazvuk: Ultrasonic Compact cleaner PSO3000A, objem 2,5 |

e Jednotka pro piipravu ultradisté neionizované vody ELGA, PURELAB®™Classic
e Filtra¢ni papir MUNKTELL

e Mikrofiltry LUT Syringe, porozita 0,45 pm

e Injekeni stifkacka

e Sroubovaci vialky Agilent

e Predvazky COMPACT

e Mikropipety

e Analytické vahy BOECO, Germany

e SusSarna Memmert UFE 550

e Exsikator

e Extrakéni patrony

e Gerhardt Soxtherm, SOX 412

e Destilacni aparatura

e Kapalinovy chromatograf Agilent Infinity 1260 (Agilent technologies, USA) (Tab. 4.1)

3.1.2 Chemikalie

Tabulka 3.1: Charakteristika pouzZivanych chemikalii

o <1 Mr - o , X o
Chemikalie [g/mol] Cistota [%0] Vyrobce Zemé ptavodu CAS
Acetonitril 41,05 min 99,95 %  Sigma Aldrich Francie 75-05-8
Caffeine 194,19 - Sigma Aldrich Cina 58-08-2
Petrolether” 82,2 - PENTA s.r.0. Ceska 64742-49-0
republika
Theobromin 180,16 > 98,0 % Sigma Aldrich Némecko 83-67-0

*rozmezi teplot varu petroletheru 40—65 °C
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3.2 Charakteristika materialu

Jako material ke stanoveni celkové kakaové suSiny bylo vybrano dvanact vzorkii hotkych
¢okolad s riznym obsahem kakaové suSiny (Obr. 3.1). Tyto vzorky jsou zastoupeny jak
dokoladami vyrobenymi v Ceské republice, tak Eokolady pochézejici z jinych zemi Evropy.
Také zde byly zahrnuty pro srovnani ¢okolady od velkoobchodnich a od maloobchodnich
vyrobct (Tab. 3.2).

Tabulka 3.2: Charakteristika vybranych vzorkii cokolad

Cislo Niizev Vérobee CKS  Obsah tuki
vzorku y [%] [%6]

. “ o x , Nestlé Cesko s.r.0.
1 Orion horka ¢okolada Zavod Zora Olomouc 52 31,6

Alfred Ritter GmbH&Co.

2 Ritter SPORT Neémecko 50 33

3 Ryelands Chocolates Vyrobeno v Polsku pro TESCO 50 29,5

4 ECUADOR Neckarsulm, Némecko 70 40,3

5 Lindt Excelence Lindt&Spriingli Sas, Francie 70 41

6 Single Origin Ajalas.r.o. Brno 70 45

. T-Severka spol. s.r.o.,

7 Origin Rudolfov, CR 80 47,8

3 Delicia Dore ZWC Milano Krzysztof Kotas, 80 43
Polsko

9 Lindt Excelence Lindt&Spriingli Sas, Francie 85 46

10 Belgian Chocolate The I_3e|g|an Chocolate Group nv 85 49,9
Belgie

11 Lindt Excelence len dt&Spriingli Gmb, 90 55
Némecko

12 Tmavé ¢okolada Jordi's s.r.o0., Hradec Kralové 90 45
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Obrazek 3.1: Vybrané vzorky k analyze
3.3 Priprava standardi pro stanoveni teobrominu a kofeinu

Pro kalibraci piistroje HPLC-DAD byl pfed analyzou vzorkll pfipraven smésny zasobni
roztok theobrominu o koncentraci 200 mg-I”* a kofeinu o koncentraci 100 mg-I™* do 100 ml
odmérné banky. Vypocty bylo zjisténo, ze pro piipravu 100 ml zdsobniho roztoku je tfeba
navazit 20 mg theobrominu a 10 mg kofeinu. Skute¢na navazka ¢inila 20,3 mg theobrominu a
10,5 mg kofeinu. Navazky byly kvantitativné¢ prevedeny do odmérné banky a doplnény
deionizovanou vodou po rysku. V pfipraveném zasobnim roztoku byla vysledna koncentrace
theobrominu 203 mg-1" a 10,5 mg:I™* kofeinu. Ze zasobniho roztoku byly pak fedénim
pfipraveny roztoky o koncentracich 101,5 mg-I™* a 20,3 mg-I™* theobrominu a 52,5 mg-I* a
10,5 mg-I* kofeinu. Tyto standardy byly naslednd analyzovany dle optimalizovanych
parametri pro HPLC viz tabulka 4.1 .

3.4 Priprava vzorki pro stanoveni theobrominu a kofeinu metodou HPLC

Vzorky ¢okolad byly k usnadnéni extrakce najemno nastrouhany a na analytickych vahach
bylo navazeno 0,5 g vzorku s piesnosti na 0,0001 g. Poté byly kvantitativné pievedeny do
100 ml odmérnych ban€k, do kterych bylo pfiddno 70 ml horké deionizované vody. Za
obcCasného promichéani byly vzorky extrahovany po dobu 45 minut. Poté byly baniky se vzorky
ochlazeny na laboratorni teplotu a doplnény deionizovanou vodou po rysku. Vzorky byly
nasledné zfiltrovany pies filtraéni papir a poté pies mikrofiltry nadavkovany do vialek pro
HPLC analyzu. Nasledné byla provedena analyza theobrominu a kofeinu dle nastavenych
parametru (Tab. 4.1).
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3.4.1 Priprava vzorku pro gravimetrické stanoveni celkového obsahu tuku

Vzorky Cokolad byly na jemno nastrouhdny a na analytickych vahach bylo navazeno do
extrak¢énich patron 10 g vzorku s pfesnosti na 0,0001 g. Nasledné byly extrakéni patrony
utésnény vatou a podrobeny extrakci na auto extraktoru Soxtherm. Prvni ¢ast extrakce byla
provedena horkym petroletherem (Tab. 3.3). Po skonceni extrakce byl zbyly petrolether
oddestilovan a vzorky byly suSeny v susarné pti 105 °C po dobu 30 minut. Po vysusSeni byly
vyextrahované tuky ochlazeny na laboratorni teplotu v exsikatoru a zvéazeny S piesnosti
na 0,0001 g.

Tabulka 3.3: Parametry pro gravimetrické stanoveni celkového obsahu tuku

Celkovéa doba extrakce 2,2h
Extrakce horkym rozpoustédlem 0,5h
Teplota 150 °C
Rozpoustédlo Petrolether
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4. VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Optimalizace HPLC metody

Pro analyzu theobrominu a kofeinu byl pouzit pfistroj Agilent Infinity 1260 s kolonou
Kinetex EVO C18 (150x3,0 mm; 2,5um) sreverzni fazi. Jako prvni byly v ramci
optimalizace analyzovany samostatné standardy, kvili uréeni reten¢nich Casti a nasledné
identifikaci téchto latek ve vzorcich. Nasledné byl piipraven vzorek ¢okolady ¢. 7, podle
postupu v kapitole 3.4, ktery je v souladu s CSN normou 56 0578. [29] Podle tohoto vysledku
byla nasledn¢ optimalizovana mobilni fdze acetonitril:voda a pratok mobilni faze tak, aby
separace obou latek byla co nejdokonalejsi. Zprvu byla pouzita izokraticka eluce, avsak
zjisténim ze ve velmi pozdnich minutach jsou z kolony eluovany dalsi latky, doslo k nasazeni
gradientu, ktery umoznil zkraceni doby analyzy, a zéroven doslo k dikladnému promyti
kolony, diky cemuz nebyly dalsi analyzy ovlivnény interferenci latek zadrzovanych v koloné.
Kone¢né parametry pro analyzu jsou popsany v tabulce 4.1. Po optimalizaci byly promé&feny
standardy theobrominu a kofeinu a byly vyhodnoceny jejich kalibraéni zavislosti (graf 4.1,
graf 4.2 a obrazek 4.1).

Tabulka 4.1: Optimalizované parametry pro HPLC

Ptistroj HPLC Agilent Infinity 1260

Kolona EVO C18 Polar, 150%3,0 mm, zrnitost 2,5 pm
Mobilni faze 10 %—40 % acetonitril

Objem nasttiku 5ul

Pratok 0,6 ml/min

Teplota 30°C

Detekce 280 nm
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Graf 4.1: Kalibracni kifivka teobrominu
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Graf 4.2: Kalibracni kiivka kofeinu
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Obrazek 4.1: Ukazkovy chromatogram standardii theobrominu a kofeinu
4.2 Stanoveni celkové kakaové suSiny ve vzorcich
4.2.1 Stanoveni tukuprosté kakaové susiny

Vzorky ¢okolad byly ptipraveny, podle postupu v kapitole 3.4. Detekované piky teobrominu a
kofeinu byly identifikovany porovnanim s retencnimi ¢asy standard a jejich proloZenim.
Integraci byly vyhodnoceny plochy pika a z rovnic kalibracni zavislosti pro theobromin (4.1)
a kofein (4.2) byly vypocteny hmotnostni koncentrace téchto latek. Tukuprosta kakaova
susina (TKS) se ziska vypoctem z obsahti theobrominu a kofeinu v g/100 g a vynasobenim
faktorem 36,1, ktery je odvozen z pramérného obsahu kofeinu a theobrominu v TKS. [29]

Aby mohla byt prokdzana opakovatelnost metody, byla celd sada vzorkd prométena
dvakrat stejnym zplUsobem a S tfitydennim odstupem. Vysledky pro obé analyzy jsou
vyhodnoceny v tabulkach 4.2 a 4.3. Na obrazku 4.2 je chromatogram vzorku ¢. 1 z prvniho
méfeni.

y =20,569-x 4.1)

y =20,128-x (4.2)
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Tabulka 4.2: Namérené hodnoty pro theobromin

1. méreni 2. méieni
é. t. [min]  Plocha m [g] [mg-l'l] t, [min]  Plocha m [g] [mg-l‘l]
1 2,474 568,312  0,5006 27,593 2,326 567,892  0,5084 27,573
2 2,473 512,19 0,503 24,868 2,367 513,406  0,5151 24,927
3 2,470 563,754  0,5028 27,372 2,397 573,311  0,5149 27,836
4 2,461 854,133  0,5037 41,471 2,412 838,798  0,5155 40,726
5 2,458 905,108  0,5076 43,946 2,416 885,594  0,5147 42,998
6 2,455 886,383  0,5029 43,037 2,409 915,581  0,5112 44,454
7 2,452 1020,098 0,5015 49,529 2,398 1068,632 0,5144 51,885
8 2,452 896,089  0,5009 43,508 2,386 901,945  0,5193 43,792
9 2,451  1061,426 0,5025 51,536 2,374 1052,09  0,5136 51,082
10 2,441 1085,737 0,5012 52,716 2,373  1136,734 0,5115 55,192
11 2,434  1023,629 0,5034 49,700 2,371 1086,393 0,5177 52,748
12 2,426 985,747  0,5058 47,861 2,369 980,312  0,5141 47,597
Tabulka 4.3: Namérené hodnoty pro kofein
1. méfeni 2. méfeni
& tr [min]  Plocha  m [g] [mgc~1'1] tr[min]  Plocha  m [g] [mgc-rl]
1 2,913 59,193 0,5084 2,941 2,543 55,968 0,5084 2,781
2 2,905 66,36 0,5151 3,297 2,633 64,175 0,5151 3,188
3 2,900 57,915 0,5149 2,877 2,704 58,654 0,5149 2,914
4 2,876 104,713 0,5155 5,202 2,741 105,313 0,5155 5,232
5 2,863 95,709 0,5147 4,755 2,752 90,861 0,5147 4,514

38



Tabulka 4.3: Pokracovani

1. méreni

2. méreni

9(

tr [min]  Plocha

m [g]

C
[mg-1"]

tr [min]

Plocha

m [g]

C
[mg-1"]

2,852 145,732

0,5112

7,240

2,738

141,958

0,5112

7,053

2,842 125,679

0,5144

6,244

2,71

114,044

0,5144

5,666

2,849 88,311

0,5193

4,387

2,685

89,323

0,5193

4,438

2,837 118,322

0,5136

5,878

2,651

106,368
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5,285

10
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0,5115

6,397

2,648
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0,5115

5,870

11

2,79 122,838

0,5177

6,103

2,642
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Pro pfepocet na mnozstvi theobrominu a kofeinu v g/100 g byl pouzit vztah (4.3) . Dosazenim
téchto vysledku do vztahu (4.4), kde c; je koncentrace theobrominu v g/100 g a cx koncentrace
kofeinu v g/100 g, ziskame obsah tukuprosté kakaové suSiny. VSechny vysledky jsou
zaznamenany v tabulkach 4.4 a 4.5.

c-V
- 4.3)
TKS =(c,+¢,)-36,1 (4.2)
Tabulka 4.4: Vyhodnoceni TKS z prvniho méreni
é. ¢ [0/100 g] cx [9/100 g] TKS [0/100 ¢]
1 0,551 0,058 21,99
2 0,494 0,064 20,16
3 0,544 0,056 21,67
4 0,823 0,101 33,37
5 0,866 0,092 34,59
6 0,856 0,142 36,01
7 0,988 0,121 40,03
8 0,869 0,084 34,41
9 1,026 0,114 41,16
10 1,052 0,125 42,48
11 0,987 0,118 39,90
12 0,946 0,190 41,00
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Tabulka 4.5: Stanoveni TKS pro druhé méreni

é. ¢ [0/100 g] cx [9/100 g] TKS [0/100 ¢]
1 0,542 0,055 21,553
2 0,484 0,062 19,705
3 0,541 0,057 21,559
4 0,790 0,101 32,184
5 0,835 0,088 33,324
6 0,870 0,138 36,373
7 1,009 0,110 40,389
8 0,843 0,085 33,528
9 0,995 0,103 39,619
10 1,079 0,115 43,096
11 1,019 0,109 40,711
12 0,926 0,165 39,371

V této praci byly prométeny vzorky cokoldd s obsahem kakaové suSiny od 50-90 %.
Z porovnani obou méfeni lze vyc€ist, Ze obsah theobrominu v cokoladach byl v priméru az
desetkrat vétsi nezli obsah kofeinu. Obsah tukuprosté kakaové susiny se pohyboval od 19,7 ¢
do 43 ¢g/100 g. Hodnoty TKS mély u vzorka vzrustajici trend v souladu se zvySujicim se
celkovym obsahem kakaa. Ne pro v§echny vzorky byl tento trend stejny. Naptiklad vzorek 12
s deklarovanym obsahem CKS 90 % vykazoval niz$i hodnotu TKS neZ vzorek ¢. 7, ktery
obsahoval 80 % CKS.

Tyto vzorky byly pfipraveny ultrazvukovou extrakci v deionizované vod€. Ve srovnani se
studii [41], kde byla pro pfipravu vzorku pouzita extrakce kyselinou chlorovodikovou
s vy¢ifenim pomoci Carrezovych cCinidel, byly obsahy theobrominu a kofeinu srovnatelné.
V porovnani se studii [42] jsou vysledky stanoveni kofeinu srovnatelné s hodnotami v této
praci, avSak hodnoty pro theobromin byly oproti této praci vyssi. Rozdilné vysledky mezi
studiemi jsou ovlivnény mnoha pfi¢inami. Jednou z pfi¢in je celkovy obsah kakaa. Ve
studiich neni popsano, kolikaprocentni ¢okolady byly analyzovany. Dal§imi odchylkami ve
srovnani jsou také urcité chyby zpisobené pii ptipravé vzorki a jejich vyhodnocovani.
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4.2.2 Stanoveni celkového obsahu tuku

Pro stanoveni celkového obsahu tuku byla pouzita Soxhletova extrakce na auto extraktoru
Soxtherm od firmy Gerhardt (Obr. 4.3). Vzorky byly pfipraveny podle kapitoly 3.4.1 a
celkovy obsah tukt byl vypocten dle rovnice (4.5),

_m
m= m 100 (4.5)

kde m; je hmotnost tukti po extrakci a my; je navazka vzorku. Vzhledem k ¢asové naro¢nosti
byla celd série vzorkli proméfena pouze jednou. Nameétfené vysledky jsou zobrazeny
v tabulce 4.6.

Tabulka 4.6: Stanoveni obsahu tuku

& my, [g]” m; [g] " m [g/100 g]” [gmtcj)egllg] Am [g/100 g]
1 10,066 3,48 34,7 31,6 3,1
2 10,019 3,59 35,8 33,0 2,8
3 10,045 3,2 30,9 29,5 14
4 10,0565 4,38 43,1 40,3 2,8
5 10,04441 4,27 42,5 41,0 15
6 10,05441 3,75 37,3 45,0 1,7
7 10,0821 4,23 42,0 47,8 5,8
8 10,0215 5,05 50,4 43,0 7,4
9 10,0573 4,61 45,8 46,0 0,2
10 10,0565 4,81 47,8 49,9 2,1
11 10,0401 5,56 55,4 55,0 0,4
12 10,0374 4,95 49,3 45,0 4,3

*) my, — navazka ¢okolad, m; — hmotnost tuktl po vysuseni, m — celkovy obsah tuku, Mgey. -
deklarovana hodnota tuku @ Am — rozdil stanovené a deklarované hodnoty tukt

Nékteré vysledky stanoveni celkového obsahu tuki ve vzorcich cokolad jsou odlisné oproti
deklarovanym hodnotam uvedenych na obalech. Jedna-li se o vyrobek obsahujici jako jediny
zdroj tuku kakao Ize namisto obsahu kakaového masla pouzit celkovy obsah tuku. Obsahuje-li
cokolada 1 jiné tuky nez je kakaové maslo, musi se provést krome stanoveni kakaového masla
i obsah vlhkosti pochazejici z kakaa a obsah jinych ptitomnych tukt. Jelikoz byly v této praci
zastoupeny Cokolady s vysokym deklarovanym obsahem CKS, vychazelo se z ptedpokladu,
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ze u vSech vzorkt bylo pii vyrobé pouzito kakaového masla jako jediného vyznamného zdroje
tuku. Z vysledku je patrné, Ze tento predpoklad je opravnény a to zejména u vzorku 3; 5; 9; 10
a 11. V jinych studiich se autenticita kakaového masla kontroluje stanovenim zastoupenych
triacylglycerolll, nebo testovanim teplot tani a tvarem krystalii kakaového masla, protoze Cisté
kakaové maslo ma tyto hodnoty zcela specifické. Testovani autenticity kakaového masla je
mozné také pomoci metody infracervené spektrometrie. [43]

Dalsi odliSnosti v rozdilech byly zcela jist¢ ddny parametry metody, nebot’ Soxhletova
extrakce je zdlouhavy proces, trvajici mnohdy i1 n¢kolik hodin. Proto nemusela byt stanovena
doba extrakce pro mnohé vzorky dostacujici. Dalsi vliv na vysledky mélo zcela jisté suSeni
vyextrahovanych vzorkll. Stanovena doba 30 minut nemusela byt pro vSechny vzorky
dostacujici na to, aby byly vysuSeny do konstantni hmotnosti.

Obrazek 4.3: Gerhardt Soxtherm, SOX 412

4.2.3 Stanoveni celkové kakaové susiny

Celkovy obsah kakaové suSiny se vypocital sou¢tem TKS a celkového obsahu tuku dle
rovnice (4.6). Vysledky byly zaznamenany v tabulce 4.7. Porovnani vysledkd celkové
kakaové suSiny s deklarovanymi hodnotami je zobrazeno v grafech 4.3 a 4.4.

CKS =TKS +m (4.6)
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Tabulka 4.7: Stanoveni CKS

5 CKs;” CKS;,’ CKSgext. OCKS” ATKS”
¢ [9/100 g] [9/100 g] [9/100 g]. [9/100 g] [9/100 g]
1 56,6 56,2 52 56,4 4,4
2 56,0 55,5 50 55,7 5,7
3 52,5 52,4 50 52,5 2,5
4 76,5 75,3 70 75,9 59
5 7,1 75,8 70 76,5 6,5
6 73,3 73,7 70 73,5 3,5
7 82,0 82,4 80 82,2 2,2
8 84,8 83,9 80 84,4 4,4
9 87,0 85,5 85 86,2 1,2
10 90,3 90,9 85 90,6 5,6
11 95,3 96,1 90 95,7 5,7
12 90,3 88,7 90 89,5 0,5

*) CKS; a CKS; — hodnoty opakovanych meéreni, CKSge. — hodnoty deklarované vyrobci, OCKS —
primérné hodnoty CKS; a CKS,, ACKS — absolutni hodnota rozdilu JCKS a CKSgey..

Obsah CKS zavisi na celkovém obsahu tukt a obsahu TKS. Obsah tukurosté kakaové susiny i
obsah kakaového masla zavisi nejen na zpuisobu vyroby ¢okolad, ale také na druhu a pivodu
kakaovych bobt. Existuji tfi hlavni odridy bobil a kazdd ma jiné zastoupeni methylxantini a
kakaového masla. Jejich obsah rovnéz zavisi na zralosti a dobé sbéru bobd. Pokud jsou
kakaové boby pifi zpracovani piedprazeny pii mirnéjSich teplotach, nedochdzi k takovym
ztratam kakaového masla a methylxantini, protoZe se slupka kakaovych bobl jemné oddé&li
od jadra.
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Graf 4.4: Porovnani stanovenych a deklarovanych hodnot CKS, vz. 7-12
4.2.4 Statistické vyhodnoceni

V ramci jednotlivych procentudlnich obsahii kakaové suSiny byl proveden Lordlv test
spravnosti, Vviz rovnice (4.7). Vysledky byly porovnany s tabelovanou kritickou hodnotou
Lordova testu. Pro dvé méfeni je kriticka hodnota Lordova testu s 95 % pravdépodobnosti
Ukrit =6,353. Pro tii méfeni je hodnota uyi=1,304. Jak je vidét v tabulce 4.8 , az na vzorky
€. 4-6 jsou vysledky porovnanim hodnot spravné.
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Pro prokdzani opakovatelnosti metody byl stanoven v radmci procentudlnich obsaht
kakaové suSiny Lorduv test shodnosti. Jeho vysledky v¢etn¢ kritickych hodnot jsou zobrazeny
v tabulce 4.9. Stanovené veli¢iny maji niz$i hodnotu, nezli je kriticka hodnota, tudiz metody
jsou shodné, ackoli jak bylo zminéno hodnoty pro vzorky 4-6 nejsou spravné ani v jednom
piipadé. U téchto vzorkt patrné doslo k chybé pii méfeni a vyhodnoceni.

U - X—U
n— R (47)
Tabulka 4.8: Lordiiv test sprdavnosti
1. méieni 2. méreni

é. CKSgexi. CKS Un CKS Un
1 52 56,6 - 56,2 -
2 50 56,0 55,5

1,238 1,284
3 50 52,5 52,4
4 70 76,5 75,3
5 70 77,1 1,486 75,8 2,291
6 70 73,3 73,7
7 80 82,0 82,4

1,237 2,062
8 80 84,8 83,9
9 85 87,0 85,5

1,101 0,584
10 85 90,3 90,9
11 90 95,3 96,1

0,560 0,321
12 90 90,3 88,7
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Tabulka 4.9: Lordiiv test shodnosti

C. CKS; CKS, u Ukrit
1 56,6 56,2 - -
2 56,0 55,5

0,043 0,636
3 52,5 52,4
4 76,5 75,3
5 77,1 75,8 0,117 1,714
6 73,3 73,7
7 82,0 82,4

0,061
8 84,8 83,9
9 87,0 85,5

0,053 0,636
10 90,3 90,9
11 95,3 96,1

0,033
12 90,3 88,7
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5. ZAVER

V této diplomové praci je diskutovana autenticita hotkych cokoldd s riznym obsahem
kakaové susiny. Cokolada je vyrabéna z kakaovych bobu, které obsahuji mnoho bioaktivnich
latek prospésnych lidskému zdravi. V dnes$ni dobé je kladen velky diraz na dodrzovani
kvality vyrobkii a legislativnich pozadavkii. Tato kritéria jsou kontrolovana ptislusSnymi
dozorovymi organy ruznymi analytickymi metodami. Kontrola autenticity cokolad je
provadéna stanovenim celkové a tukuprosté kakaové susiny.

Experimentalni ¢ast prace byla zaméfena na stanoveni theobrominu a kofeinu metodou
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie a na gravimetrickém stanoveni celkového obsahu
tuku extrakci podle Soxhleta. Pro analyzu bylo vybrano dvanact vzorkli ¢okolad s obsahy
kakaové suginy 50-90 %. Vzorky zahrnovaly ¢okolady vyrobené nejen v Ceské republice ale
I V zahrani¢i. Také zde byly pro porovnani zahrnuty ¢okolady od velkovyrobct jakym je napi.
Nestlé, Cesko s.r.0. a 0d malovyrobci, napi. Jordi's s.r.0.

Na zékladé experimentu bylo prokdzano, ze cokolady spliuji pozadavky legislativy, ktera
stanovuje minimalni obsah TKS v hotké ¢okoladé na 14 g/100g susiny a obsah CKS na
35 g/100 g vyrobku. Vysledné hodnoty tukuprosté kakaové susiny ve vzorcich ¢okolady byly
stanoveny v rozmezi 19,7-43,1 g/100g susiny. Hodnoty TKS mély rostouci trend v souladu s
rostoucim obsahem kakaa ve vzorcich. Celkovy obsah tukii se pohyboval v rozmezi
30,9-55,4 ¢/100g vyrobku. Obsah celkové kakaové susiny byl stanoven Vv rozmezi
52,4-96,1 g/100g vyrobku.

Vysledky této prace potvrzuji, ze nedoslo k falSovani ¢okolddy nedodrzenim minimélniho
obsahu TKS nebo nadmérnym ptidavkem nahrazek kakaového masla. Pouzitd metoda pro
stanoveni celkové kakaové suSiny se ukazala byt vhodna pro analyzu tabulkovych ¢okolad.

V dalSich pracich by bylo dobré se zaméfit na optimalizaci stanoveni celkového obsahu
tuku v ¢okoladach, nebot’ obsahy celkovych tukd stanovenych extrakci podle Soxhleta byly
Vv jednotkach % rozdilné od deklarovanych hodnot uvedenych na obalech. Dal§im zlepSenim
by mohla byt optimalizace postupu pfipravy vzorki pro stanoveni methylxantini metodou
HPLC. Po extrakci nasledovala filtrace pies skladany filtr, ktera vSak byla kvili zna¢nému
podilu pevnych ¢astic zdlouhava. Pro urychleni ptipravy by mohla byt provedena filtrace za
snizeného tlaku.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CAS
CBE
DAD
DNA
ELSD
HPLC

ICP-MS

IR
IR-MS
KHS
LDso
LDL
LOD
LOG
MS
NARS

NMR
NP-HPLC
PCR
QUID

RP-HPLC
SNIF-NMR

SVsS
SZPI
TAG
TKS
UKzZUZ
USKVBL

Registracni ¢islo (Chemical Abstracts Service)
Ekvivalenty kakaového masla (Cocoa Butter Equivalents)
Detektor s diodovym polem (Diode Array Detector)
Deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic Acid)
Detektor rozptylu svétla (Evaporative Light Scattering Detector)
Vysokoucinna kapalinova chromatografie

(High Performance Liquid Chromatography)

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
(Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry)
Infracervena spektrometrie (Infrared Spectroscopy)
(Isotope-Ratio Mass Spectrometry)

Krajska hygienicka stanice

Smrtelna davka (Lethal Dose)

Nizkodenzitni lipoprotein (Low Density Lipoprotein)

Limit detekce (Limit of Detection)

Limit kvantifikace (Limit of Quantification)

Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

Nibsy, alkalizace, praZeni, sterilizace

(Nibs, Alcalising, Roasting, Sterilising)

Nuklearni magneticka rezonance (Nuclear Magnetic Resonance)
HPLC na normalnich fazich (Normal Phase HPLC)
Polymerazova fetézova reakce (Polymeric Chain Reaction)
Obsah deklarovanych slozek

(Quantitative ingredient declaration)

HPLC na reverznich fazich (Reversed Phase HPLC)
Mistné specificka frakcionace pfirozenych izotopt
(Site-specific Natural Isotope Fractionation)

Statni veterinarni sprava

Statni zemédélska a potravinaiska inspekce

triacylglycerol

Tukuprosta kakaova susina

Ustiedni kontrolni a zkusebni ustav zemédélsky

Ustav pro statni kontrolu veterinarnich biopreparati a 1é¢iv
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